Reflective microstructures on the surface of the isopod Porcellionides pruinosus by Gantar, Ivana
 
 
 
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
ŠTUDIJ EKOLOGIJE IN BIODIVERZITETE 
 
 
 
 
 
 
 
Ivana GANTAR 
 
 
 
ODSEVNE MIKROSTRUKTURE NA POVRŠINI 
ENAKONOŽCA VRSTE Porcellionides pruinosus 
 
 
MAGISTRSKO DELO 
 
Magistrski študij - 2. stopnja 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2019 
 
 
 
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
ŠTUDIJ EKOLOGIJE IN BIODIVERZITETE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ivana GANTAR 
 
 
 
ODSEVNE MIKROSTRUKTURE NA POVRŠINI ENAKONOŽCA 
VRSTE Porcellionides pruinosus 
 
MAGISTRSKO DELO 
Magistrski študij - 2. stopnja 
 
 
 
REFLECTIVE MICROSTRUCTURES ON THE SURFACE OF THE 
ISOPOD Porcellionides pruinosus 
 
M. SC. THESIS 
Master Study Programmes 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2019 
Gantar I., Odsevne mikrostrukture na površini enakonožca vrste Porcellionides pruinosus. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
II 
 
Magistrsko delo je zaključek univerzitetnega študija 2. bolonjske stopnje ekologija in 
biodiverziteta na Biotehniški fakulteti Univerze v Ljubljani. Delo je bilo opravljeno na 
Katedri za zoologijo Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani. 
 
Komisija za študij 1. in 2. stopenj oz. Senat oddelka je dne 15. 3. 2019 oddobrila temo 
naloge. Za mentorja je bil imenovan doc. dr. Miloš Vittori in za recenzentko doc. dr. 
Nada Žnidaršič. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Komisija za oceno in zagovor: 
 
Predsednik: doc. dr. Primož ZIDAR 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo 
 
 
Član: doc. dr. Nada ŽNIDARŠIČ 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo 
 
 
Član: doc. dr. Miloš VITTORI 
 Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo 
 
 
 
 
 
 
 
Datum zagovora: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ivana GANTAR 
 
                                   
Gantar I., Odsevne mikrostrukture na površini enakonožca vrste Porcellionides pruinosus. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
III 
 
 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
 
 
ŠD Du2 
DK UDK 595.3(043.2) 
KG raki, enakonožci, kutikula, levitev, mikroskopija 
AV GANTAR, Ivana, dipl. biol. (UN) 
SA VITTORI, Miloš (mentor), ŽNIDARŠIČ, Nada (recenzentka) 
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 
Magistrski študijski program 2. stopnje 
LI 2019 
IN ODSEVNE MIKROSTRUKTURE NA POVRŠINI ENAKONOŽCA VRSTE 
Porcellionides pruinosus 
TD Magistrsko delo (Magistrski študij - 2. stopnja)  
OP XI, 58 str., 6 pregl., 24 sl., 2 pril., 66 vir. 
IJ sl 
JI sl/en 
AI Kopenski enakonožci so posebneži med raki, ker so osvojili raznolike kopenske 
habitate. Od vodnih enakonožcev se razlikujejo po veliki raznolikosti struktur, ki 
jih najdemo na njihovi dorzalni kutikuli. Enakonožca vrste Porcellionides 
pruinosus prekrivajo okrogle mikrostrukture, ki mu dajejo bel poprh. Namen te 
naloge je bil raziskati strukturo, sestavo, optične lastnosti in nastanek teh 
okroglih mikrostruktur. Z uporabo različnih mikroskopskih tehnik smo 
vizualizirali površino kutikule tergitov pereona. Sestavo smo ugotavljali s 
histološkimi barvanji in inkubiranjem tergitov v kemikalijah ter slikanjem z 
vrstično elektronsko mikroskopijo (SEM). Lomni količnik krogel smo določili z 
imerzijo tergitov v snovi z različnimi lomnimi količniki in opazovanjem s 
faznim kontrastom in diferencialno interferenčnim kontrastom (DIC). Nastanek 
krogel smo proučevali med levitvenim ciklom, pri čemer smo z DIC, 
fluorescenčno mikroskopijo, SEM in presevno elektronsko mikroskopijo (TEM) 
analizirali tvorbo kutikule in kutikularnih struktur. Ugotovili smo, da krogle 
sestavljajo bazične makromolekule, najverjetneje polisaharidi ali glikozilirani 
proteini. Krogle so brezbarvne, z lomnim količnikom 1,53, ki je podoben 
lomnemu količnikom stekla in imajo strukturirano površino. Krogle nastanejo v 
fazi predlevitve, v obdobju ko nastaja tudi epikutikula. Epidermalne celice 
tvorijo izbokline, ki izločajo elektronsko gosto snov, ki bi lahko predstavljala 
gradnike krogel. Notranjost krogel ni homogena in se spremeni, ko se povezava 
krogel preko peclja z epidermalnimi celicami prekine. Evolucijska prednost teh 
struktur je še vedno uganka.  
Gantar I., Odsevne mikrostrukture na površini enakonožca vrste Porcellionides pruinosus. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
IV 
 
 
KEY WORDS DOCUMENTATION 
 
ND Du2 
DC UDC 595.3(043.2) 
CX crabs, isopods, cuticle, ecdysis, microscopy 
AU GANTAR, Ivana  
AA VITTORI, Miloš (supervisor), ŽNIDARŠIČ, Nada (reviewer) 
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Master Study Programme in 
Ecology and Biodiversity 
PY 2019 
TI REFLECTIVE MICROSTRUCTURES ON THE SURFACE OF THE ISOPOD 
Porcellionides pruinosus 
DT M. Sc. Thesis (Master Study Programmes) 
NO XI, 58 p., 6 tab., 24 fig., 2 ann., 66 ref. 
LA sl 
AL sl/en 
AB Terrestrial isopods are unique among crustaceans, having conquered diverse 
terrestrial habitats. Comparing to aquatic isopods, they have a great variety of 
structures on their dorsal cuticle. Isopods Porcellionides pruinosus are covered 
with spherical microstructures that give this species a frosted look. The purpose 
of this master thesis was to determine the structure, composition, optical 
properties and mechanism of formation of these spherical microstructures. Using 
a variety of microscopy techniques, we were able to visualize the cuticle surface 
of pereon tergites. The composition of spheres was determined with histological 
stains and comparison of tergites treated with chemicals using scanning electron 
microscopy (SEM). The refractive index of the spheres was determined by the 
immersion of tergites in chemicals with different refractive indices and 
observing them with phase contrast and differential interference contrast (DIC). 
The formation of spheres was studied during the moult cycle and the formation 
of the cuticle and cuticular structures were observed with DIC, fluorescent 
microscopy, SEM and transmission electron microscopy (TEM). The spheres 
were found to be composed of basic macromolecules, most likely 
polysaccharides or glycosylated proteins. The spheres are transparent with 
structured surface and have a refractive index of 1.53, which is similar to the 
refractive index of glass. The spheres are formed in the premolt phase, when the 
epicuticle is generally formed. The epidermal cells form cell extensions that 
secrete electron-dense substance that could represent the building blocks of 
spheres. The spheres are not homogeneously composed and change their 
appearance when the connection with epidermal cells via stems is broken. The 
evolutionary advantage of these structures is still unknown.  
Gantar I., Odsevne mikrostrukture na površini enakonožca vrste Porcellionides pruinosus. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
V 
 
KAZALO VSEBINE 
 
  Str. 
 KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA III 
 KEY WORDS DOCUMENTATION IV 
 KAZALO VSEBINE V 
 KAZALO PREGLEDNIC VII 
 KAZALO SLIK VIII 
 KAZALO PRILOG X 
 OKRAJŠAVE IN SIMBOLI XI 
1 UVOD 1 
1.1 NAMEN DELA IN HIPOTEZE 2 
2 PREGLED OBJAV 3 
2.1 ENAKONOŽEC VRSTE Porcellionides prinosus 3 
2.2 KUTIKULA ENAKONOŽCEV 4 
2.2.1 Sestava kutikule 4 
2.2.3 Levitev kutikule 5 
2.3 MIKROSTRUKTURE NA PORVŠINI ENAKONOŽCEV 6 
2.3.1 Mikrostrukture na kutikuli vrste Porcellionides pruinosus 7 
3 MATERIAL IN METODE 8 
3.1 KULTURA ENAKONOŽCEV 8 
3.2 ANALIZA SESTAVE STRUKTUR NA POVRŠINI KUTIKULE 9 
3.2.1 Poskus z izpostavitvijo kemikalijam in vizualizacija površine 
kutikule z vrstično elektronsko mikroskopijo 
9 
3.2.2 Histološko barvanje rezin 10 
3.2.2.1 Priprava parafinskih rezin 10 
3.2.2.2 Histološka barvanja 11 
3.2.2.3 Dehidracija vzorcev in priprava trajnih preparatov 12 
3.2.3 Histološko barvanje celih tergitov z barvilom akridin ornažno 13 
3.2.4 Histološko barvanje lipidov na zamrznjenih rezinah kutikule 13 
3.2.4.1 Priprava zamrznjenih rezin 13 
3.2.4.2 Histološko barvanje 13 
3.3 OPTIČNE LASTNOSTI STRUKTUR NA POVRŠINI KUTIKULE 14 
3.3.1 Avtofluorescenca struktur na površini kutikule 14 
3.3.2 Določitev lomnega količnika struktur na površini kutikule 14 
3.4 TVORBA STRUKTUR NA POVRŠINI KUTIKULE 15 
3.4.1 Vizualizacija levitvenega prostora s fluorescenčno mikroskopijo 15 
3.4.2 Vizualizacija levitvenega prostora z vrstično elektronsko 
mikroskopijo 
15 
3.4.3 Velikost krogel v različnih fazah levitvenega cikla 16 
Gantar I., Odsevne mikrostrukture na površini enakonožca vrste Porcellionides pruinosus. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
VI 
 
3.4.4 Priprava vzorcev za presevno elektronsko mikroskopijo 16 
3.5 MIKROSKOPIJA 17 
4 REZULTATI 19 
4.1 STRUKTURE NA POVRŠINI KUTIKULE VRSTE Porcellionides 
pruinosus 
19 
4.2 SESTAVA KROGEL 21 
4.2.1 Poskus z izpostavitvijo krogel različnim kemikalijam in 
vizualizacija z vrstično elektronsko mikorskopijo 
21 
4.2.2 Histološka barvanja parafinskih rezin kutikule 21 
4.2.3 Histološka barvanja celih tergitov z akridin oranžnim 26 
4.2.4 Histološka barvanja zamrznjenih rezin 27 
4.3 OPTIČNE LASTNOSTI KROGEL 30 
4.3.1 Avtofluorescenca krogel 30 
4.3.2 Lomni količnik krogel 31 
4.4 TVORBA KROGEL 34 
4.4.1 Levitveni prostor v fazi predlevitve 34 
4.4.2 Velikost krogel živali v različnih fazah levitvenega cikla 35 
4.4.3 Povezava krogel s kutikulo 37 
4.4.4 Postopek nastanka krogel 39 
5 RAZPRAVA 44 
5.1 SESTAVA KROGEL 44 
5.1.1 Minerali 45 
5.1.2 Lipidi 45 
5.1.3 Polisaharidi 45 
5.1.4 Proteini 46 
5.2 OPTIČNE LASTNOSTI KROGEL 47 
5.3 TVORBA KROGEL 48 
5.3.1 Tvorba epikutikularnih struktur med levitvenim ciklom 48 
5.3.2 Postopek tvorbe krogel 49 
6 SKLEPI 50 
7 POVZETEK 51 
8 VIRI 53 
 ZAHVALA  
 PRILOGE  
 
  
Gantar I., Odsevne mikrostrukture na površini enakonožca vrste Porcellionides pruinosus. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
VII 
 
KAZALO PREGLEDNIC 
Str. 
 
Preglednica 1: Oštevilčene živali P. pruinosus, ki smo jih uporabili v analizah. Naveden 
je fiksativ (FK) fiksativ Karnovsky in (AM) absolutni metanol, ki smo ga uporabili za 
fiksacijo, ter faza levitvenega cikla, v kateri smo tergite fiksirali (A) anteriorni in (P) 
posteriorni. ........................................................................................................................ 8 
 
Preglednica 2: Poskus s kemikalijami v katerih smo inkubirali tergite pereona treh živali 
P. pruinosus. ..................................................................................................................... 9 
 
Preglednica 3: Lomni količniki sredstev v katerih smo opazovali optične lastnosti 
struktur na površini kutikule P. pruinosus. .................................................................... 14 
 
Preglednica 4: Lomni količniki mešanic etanola in benzil alkohola, s katerimi smo 
določali lomni količnik struktur na površini kutikule P. pruinosus. .............................. 15 
 
Preglednica 5: Izmerjene mase etanola in benzil alkohola pri pripravi mešanic z 
naraščajočo vrsto lomnih količnikov. Primerjava dejanske gostote s predvideno gostoto 
in lomni količniki mešanic. ............................................................................................ 31 
 
Preglednica 6: Število podatkov, pridobljenih z analizo velikosti krogel pri različnih 
živaih P. pruinosus. ........................................................................................................ 35 
 
 
  
Gantar I., Odsevne mikrostrukture na površini enakonožca vrste Porcellionides pruinosus. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
VIII 
 
KAZALO SLIK 
Str. 
 
Slika 1: Diagram levitvenega cikla kutikule enakonožca vrste Oniscus asellus. ............. 6 
 
Slika 2: Nosilec s pritrjenimi tergiti, ki so bili predhodno inkubirani v kemikalijah 
označenih na sliki ........................................................................................................... 10 
 
Slika 3: Enakonožec vrste Porcellionides pruinosus ..................................................... 19 
 
Slika 4: Strukture na površini kutikule enakonožca P. pruinosus. ................................. 20 
 
Slika 5: Kutikularne strukture na površini tergitov prvega vzorca P. pruinosus, 
izpostavljenih različnim kemikalijam. ............................................................................ 22 
 
Slika 6: Kutikularne strukture na površini tergitov drugega vzorca P. pruinosus, 
izpostavljenih različnim kemikalijam. ............................................................................ 23 
 
Slika 7: Kutikularne strukture na površini tergitov tretjega vzorca P. pruinosus, 
izpostavljenih različnim kemikalijam. ............................................................................ 24 
 
Slika 8: Histološka barvanja rezin P. pruinosus 1. ......................................................... 25 
 
Slika 9: Histološka barvanja rezin P. pruinosus 2. ......................................................... 26 
 
Slika 10: Histološka barvanja rezin P. pruinosus 3. ....................................................... 27 
 
Slika 11: Fluorescenčno barvanje celih tergitov P. pruinosus z akridin oranžnim. ....... 28 
 
Slika 12: Histološko barvanje kriorezin P. pruinosus s barvilom oil red O (A). ........... 29 
 
Slika 13: Histološko barvanje kriorezin P. pruinosus z barvilom sudan črno. .............. 29 
 
Slika 14: Avtofluorescenca struktur na površini P. pruinosus. ...................................... 30 
 
Slika 15: Krogle na površini kutikule P. pruinosus v snoveh z znanim lomnim 
količnikom. ..................................................................................................................... 32 
 
Slika 16: Krogle na površini kutikule P. pruinosus v mešanicah etanola in benzil 
alkohola z naraščajočim lomnim količnikom. ................................................................ 33 
 
Slika 17: P. pruinosus v različnih fazah levitvenega cikla. ............................................ 34 
 
Slika 18: Vizualizacija mikrostruktur na površini kutikule enakonožca vrste P. 
pruinosus v fazi predlevitve. .......................................................................................... 36 
 
Gantar I., Odsevne mikrostrukture na površini enakonožca vrste Porcellionides pruinosus. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
IX 
 
Slika 19: Razporeditev premerov krogel, izmerjenih z analizo delcev pri živalih P. 
pruinosus v različnih fazah levitvenega cikla................................................................. 37 
 
Slika 20: Povezave med kroglami in površino kutikule pri P. pruinosus ...................... 38 
 
Slika 21: Prerez krogel na ultratankih rezinah kutikule P. pruinosus. ........................... 39 
 
Slika 22: Prerez kutikule P. pruinosus v različnih fazah levitve, obarvane z barvilom po 
Richardsonu (Azur II-metilen modro). ........................................................................... 41 
 
Slika 23: Ultratanka rezina kutikule P. pruinosus v srednji fazi predlevitve (A) .......... 42 
 
Slika 24: Prerez kutikule anteriornega tergita (A, B) in posteriornega tergita (C, D) P. 
pruinosus v pozni fazi predlevitve ter posteriornega tergita v fazi med levitvama (E, F)
 ........................................................................................................................................ 43 
 
  
Gantar I., Odsevne mikrostrukture na površini enakonožca vrste Porcellionides pruinosus. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
X 
 
KAZALO PRILOG 
Priloga A: Postopek obdelave slik za pridbitev informacij o velikosti krogel 
Priloga B: Peclji obročev 
  
Gantar I., Odsevne mikrostrukture na površini enakonožca vrste Porcellionides pruinosus. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
XI 
 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
AS   adherentni stiki 
ACC   amorfni kalcijev kabonat 
ACP   amorfni kalcijev fosfat 
AM   absolutni metanol 
BK   bakterije 
DIC   diferencialni interferenčni kontrast 
EDTA   etilendiamintetraocetna kislina 
EK   eksokutikula 
EN   endokutikula 
EP   epikutikula 
FK   fiksativ Karnovsky 
GER   zrnati endoplazemski retikulum 
GR   granule 
HCl   vodikov klorid 
HMDS   heksametildisilazan 
J   jedro 
K   kutikula 
KOH   kalijev hidroksid 
LP   levitveni prostor 
M   mišična vlakna 
MT   mitohondrij 
N    numerus (število podatkov) 
NaOCl   natrijev hipoklorit 
O   obroč 
OsO4   osmijev tetroksid 
P   pecelj 
PAS   Shiffova reakcija s perjodovo kislino 
SEM   vrstični elektronski mikroskop 
T   trikorn 
TEM   presevni (transmisijski) elektronski mikroskop 
ZDA   Združene Države Amerike 
 
 
Gantar I., Odsevne mikrostrukture na površini enakonožca vrste Porcellionides pruinosus. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
1 
 
1 UVOD 
Porcellionides pruinosus (Brandt, 1833) je sinantropna vrsta kopenskih rakov 
enakonožcev (Vandel, 1962 cit. po Lefebvre in Marcade, 2005). Tako kot sorodna vrsta 
Porcellio scaber je pogosto modelni organizem za ekotoksikološke teste (Droutsa in 
sod., 2018; Ferreira in sod., 2015a, 2015b; Morgado in sod., 2016; Tourinho in sod., 
2015a, 2015b). Naseljuje bolj suhe habitate (Schmalfuss, 1978). Prehranjuje se z 
rastlinskim opadom in pripomore k saprobni razgradnji organskega materiala v 
ekosistemu (Schmalfuss, 1978). 
P. pruinosus ima značilen bleščeč belkast izgled, ki mu ga dajejo mikroskopske krogle 
na njegovi površini (Hadley in Hendricks, 1985). Kroglice se nahajajo na eksoskeletni 
kutikuli, ki je pri odraslih debela okoli 5 µm (Hadley in Hendircks, 1985). Eksoskeletna 
kutikula je ekstracelularni matriks, ki ga tvorijo epidermalne celice (Moussian, 2013). 
Ločimo več ultrastrukturno različnih plasti, najbolj zunanja je epikutikula, sledita ji 
eksokutikula in najbolj notranja endokutikula (Warburg, 1993). Struktura in debelina 
kutikule se razlikuje pri vrstah, ki naseljujejo različne habitate (Fabritius in Moussian, 
2017). Površina kutikule kopenskih enakonožcev je praviloma bolj strukturirana kot pri 
vodnih enakonožcih (Schmalfuss, 1978). Strukture na površini kutikule tako 
predstavljajo dodatno evolucijsko prednost za naselitev različnih kopenskih 
mikrohabitatov (Schmalfuss, 1978). Ermin (1944, cit. po Schmalfuss, 1978) opisuje, da 
okrogle strukture na površini P. pruinosus sestavljajo voski, medtem ko Csonka in sod. 
(2018) predlaga njihovo sestavo iz polisaharidov. Hadley in Hendricks (1985) 
predlagata njihov nastanek takoj po levitvi iz levitvene tekočine (Hadley in Hendricks, 
1985). Krogle prekrivajo celoten dorzalni eksoskelet med periodično razporejenimi 
čutilnimi ščenitinami (trikorni), ki so različnih velikosti in razporejene v loke (Hadley in 
Hendricks, 1985). 
Odsevne strukture niso redkost v živalskem kraljestvu. Odbojnost lahko povzročajo 
strukture, ki so periodično razporejene ter sipajo in odbijajo svetlobo po principu 
uklonske mrežice (Parker, 2005). Odboj svetlobe lahko povzročijo tudi kristali 
organskih snovi, kot je izoksantopterin v očeh deseteronožcev Cherax quadricarinatus 
in Macrobranchium rosenbergi (Palmer in sod., 2018). Odbojne celice v očesu različnih 
vrst ptic družin Icterinae in Emberizidae iz Severne Amerike vsebujejo velike količine 
gvanina (Hudon in Muir, 1996). Reflektin, strukturni protein, ki ga najdemo izključno 
pri glavonožcih, se poveže v nanodelce in sodeluje pri sipanju in odboju svetlobe, kar 
daje iridescenco ali bel odsev (Williams in sod., 2019). Poznamo več homologov 
reflektinov, ki se v različnih okoliščinah povezujejo v nanodelce, heksagonalne plošče, 
fibrile in mreže (Chatterjee in sod., 2018). Odbojni materiali, ki jih ljudje uporabljamo 
na cestnih tablah in kot odbojnike na oblekah, sestavljajo steklene kroglice ali prizme, 
ki odbijajo svetlobo nazaj proti njenemu viru (Yuan in sod., 2015). 
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1.1. NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
Namen te raziskave je podrobno raziskati okrogle mikrostrukture na površini kutikule 
enakonožca vrste P. pruinosus. Uporabili smo različne mikroskopske tehnike, s katerimi 
smo ugotovili sestavo in morfologijo okroglih struktur. Raziskali smo njihove optične 
lastnosti in na podlagi tega razložili njihov odbojni učinek. V času levitve smo sledili 
procesu nastajanja nove kutikule in poskusili ugotoviti izvor in pojasniti oblikovanje 
okroglih struktur. 
Postavili smo si naslednje delovne hipoteze: 
a) Krogle so sestavljene iz polisaharidov. 
 
b) Krogle so prosojne in imajo lomni količnik večji od zraka, zaradi česar prihaja 
do odboja na meji med njihovo notranjostjo in zrakom, kar povzroči odsevni 
učinek. 
 
c) Krogle nastanejo v levitvenem prostoru med pripravo na levitev. 
 
d) Krogle izločajo celice epidermisa. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1. ENAKONOŽEC VRSTE Porcellionides pruinosus 
Raki enakonožci (Crustacea: Isopoda) so kozmopoliti, najdemo jih v različnih habitatih. 
Red delimo na 10 podredov, v katerih je trenutno opisanih 10 413 vrst (Boyko in sod., 
2008). Za razliko od ostalih rakov v nadredu valilničarjev (Peracarida) so enakonožci 
dorziventralno sploščeni. Kopenske enakonožce uvršamo v monofiletski podred 
Oniscidea, ki so kopno osvojili samo enkrat in se diverzificirali v nam danes znanih 
3 734 vrst (Boyko in sod., 2008). Nekateri so se ponovno vrnili v vodno okolje ali 
postali amfibijski. Osvojili so tudi slana jezera in jamske sladkovodne sisteme. Razvili 
so mnoge prilagoditve na življenje na kopnem, najbolj pomembne so zmanjšanje 
velikosti telesa, zmanjšana prepustnost kutikule za vodo, strukturiranost kutikule, 
trahealni žepi in vodovodni sistem (Hornung, 2011). Za kopenske enakonožce 
transpiracija skozi integument lahko predstavlja nevarnost zaradi izgube vode in 
izsuševanja (Csonka in sod., 2018). 
Porcellionides pruinosus (Brandt, 1833) je prvi opisal Ioanne Friderico Brandt leta 
1833 v Nemčiji. Je mediteranska vrsta, ki izvira z Anatolskega polotoka v Turčiji, 
zaradi človeške aktivnosti pa se je razširila po vsem svetu (Vandel, 1962 cit. po 
Lefebvre in Marcade, 2005). Naseljuje suhe biotope s polpuščavsko klimo (Schmalfuss, 
1978). Med enakonožci je prepoznan kot zelo sinantropna vrsta (Vandel, 1962 cit. po 
Lefebvre in Marcade, 2005). Doslej so ga našli v Evropi, Afriki, Ameriki, Aziji, otokih 
Pacifika, Atlantika in Indijskega oceana ter ob obalah Avstralije (Garthwaite in 
Sassman, 1985). Vrsta je morfološko raznolika in ločijo več podvrst. V Sredozemlju so 
pri populacijah z različih lokalitet (Tunis, Tunizija; Manzanares, Španija; Saint Paul, 
Reunion in Nevers, Francija) raziskovali reproduktivno izolacijo populacij in ugotovili, 
da je poleg pozigotne izolacije zelo pomembna vedenjska izolacija, pri kateri se samci 
in samičke med seboj ne prepoznajo (Lefebvre in Marcade, 2005). 
P. pruinosus je detritivor (Schmalfuss, 1978), ki pripomore h kroženju snovi v tleh s 
prehranjevanjem z odmrlimi listi. Zanj je značilen umik pred plenilci s hitrim 
premikanjem (tekač) in skrivanje pod kamni, lesom, listnim opadom itd. (Schmalfuss, 
1978; Hornung, 2011). Vlaga močno vpliva na njihovo preživetje, zelo suho in prav 
tako zelo vlažno okolje povečata njihovo smrtnost (Morgado in sod., 2015). 
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2.2. KUTIKULA ENAKONOŽCEV 
2.2.1. Sestava kutikule 
Kutikula členonožcev je zelo raznolika in fascinantna struktura, ki omogoča mnoge 
ekološke prilagoditve (Fabritius in Moussian, 2017). Kutikula členonožcem služi kot 
zaščita pred plenilci, dehidracijo in okužbami. Je zunajcelična struktura, ki jo tvorijo 
polarizirane epitelne celice (Moussian, 2013). Kutikulo sestavljajo hitin, glikozilirani in 
neglikozilirani proteini, lipidi, voski, kateholamini in lahko tudi minerali (Fabritius in 
Moussian, 2017). Kutikula členonožcev je po Lockeju (2001) sestavljena iz več 
ultrastrukturno različnih plasti: prokutikule, epikutikule in različnih dodatnih zunanjih 
slojev. 
Eksoskeletna kutikula enakonožcev je trden, mineraliziran zunajcelični matriks, 
povezan z epidermalnimi celicami preko pornih kanalov (Ziegler, 1996; Štrus in sod., 
2018). Sistem pornih kanalov služi transportu snovi za gradnjo kutikule in daje kutikuli 
dodatno mehansko stabilnost (Seidl in sod., 2011). Pri enakonožcih je najbolj zunanja 
plast epikutikula in prokutikulo delimo na dve plasti, eksokutikulo in endokutikulo 
(Warburg, 1993; Ziegler in Merz, 1999). Eksokutikula se sintetizira prej kot 
endokutikula in ju lahko ločimo na podlagi morfologije in različne vezave nekaterih 
histoloških bavil (Seidl in sod., 2011). Eksokutikulo lahko razdelimo na distalni del, ki 
na prelomljenih delih v preseku izgleda gladko, brez vidnih organskih fibril, in 
proksimalni del, kjer na prelomljeni kutikuli opazimo fibrile. Hitinsko-proteinska 
vlakna so naložena v več plasteh in v zaporednih plasteh spreminjajo svojo smer kot 
vijačnica (Seidl in sod., 2011; Moussian, 2013). 
V kutikuli enakonožcev so naloženi minerali, kot so kalcit, amorfni kalcijev karbonat 
(ACC) in amorfni kalcijev fosfat (ACP) (Ziegler, 1994; Ziegler, 2002; Seidl in sod., 
2011). Kalcijev karbonat (CaCO3) daje kutikuli rakov trdnost, medtem ko kalcijev 
fosfat najdemo na predelih, ki so izpostavljeni večjim mehanskim obremenitvam, kot je 
mandibula (Bentov in sod., 2016). Raki so sposobni nadzorovati mineralizacijo 
eksoskeleta in različne kristalne ter amorfne oblike mineralov v njem (Luquet in Marin, 
2004). Pri enakonožcih najdemo minerale v eksokutikuli in endokutikuli. V 
eksokutikuli je pretežno kalcit, ACC pa predvsem v pornih kanalih, medtem ko v 
endokutikuli najdemo predvsem ACC in tudi ACP (Seidl in sod., 2011; Fabritius in 
sod., 2016). 
Hadley in Hendricks (1987) sta izmerila, da je kutikula P. pruinosus debela 5,7 µm, od 
tega je epikutikula v povprečju debela 0,68 µm, eksokutikula 2,17 µm in najobsežnejša 
endokutikula skoraj 3 µm. 
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2.2.2. Levitev kutikule 
Levitev enakonožcev je posebna v primerjavi z drugimi členonožci, ker poteka v dveh 
fazah. Najprej levijo posteriorni del telesa (od 5. pereonita) in pozneje (pri nekaterih 
vrstah čez nekaj dni) še anteriorni del (Verhoeff, 1941). Dvofazna levitev je različno 
dolga pri različnih enakonožcih. Pri Porcellio scaber traja okvirno 24 ur (Zidar in sod., 
1998). 
Razlikovanje med različnimi fazami levitve je potrebno za raziskovanje postopka 
nastanka nove kutikule. Pri enakonožcu P. scaber je faza predlevitve opisana kot faza 
od nastanka sternalnih depozitov CaCO3 do levitve posteriornega dela telesa. Ločimo 3 
podfaze predlevitve, kjer vsaka traja približno 2 dni (Zidar in sod., 1998). Depoziti 
CaCO3 pod prvimi štirimi trebušnimi ploščicami (sterniti) so v začetni podfazi 
predlevitve na posameznem sternitu ločeni na posteriorne in anteriorne depozite. V 
srednji podfazi faze predlevitve se anteriorni in posteriorni depoziti na sternitih zlijejo in 
so v obliki metulja z ostrim robom. V pozni podfazi predlevitve se depoziti širijo 
posteriorno in lateralno, lahko se pojavijo tudi na epimerah (Zidar in sod., 1998). 
Sinteza nove kutikule pri enakonožcih poteka po plasteh od najbolj zunanjih do 
notranjih. Pred levitvijo, z odstopom stare kutikule od celic epidermisa, med njimi in 
staro kutikulo nastane levitveni prostor, poln levitvene tekočine (Price in Holdich, 
1980). Najprej se izloči epikutikula in šele nato prokutikula (Warburg, 1993). Pri 
enakonožcu Oniscus asellus se najprej sintetizirajo epikutikularne strukture (trikorni in 
luske) in nato se dokončno sintetizira dvoplastna epikutikula. Temu, še vedno pred 
levitvijo, sledi sinteza eksokutikule in šele po levitvi endokutikule (Price in Holdich, 
1980). Epikutikula in eksokutikula sta pred levitvijo nagubani (Price in Holdich, 1980). 
Epikutikula je sprva prekinjena in šele kasneje oblikuje neprekinjeno plast na površini 
apikalne membrane epidermisa, kot so pokazali pri enakonožcu Titanethes albus 
(Vittori in sod., 2012). Med levitvijo se kutikula raztegne in sledi polevitev, zelo kratka 
faza, ko pride do utrjevanja eksoskeleta (Zidar in sod., 1998), kar spremeni zgradbo 
kutikule in jo naredi relativno neprepustno (Price in Holdich, 1980). Novonastala 
kutikula vsebuje manj kalcija glede na ostale elemente, določene v kutikuli, kot pri 
živalih v fazi med levitvama (Hadley in Hendricks, 1985). Faza med levitvama je 
obdobje največje aktivnosti enakonožcev. P. scaber se levi vsakih 33 dni (Zidar in sod., 
1998). 
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Slika 1: Diagram levitvenega cikla kutikule enakonožca vrste Oniscus asellus. Posteriorna polovica v 
vsaki fazi prehiteva anteriorno polovico, razen v fazi peredlevitve, ko sta obe polovici enaki (A). Oznake: 
(1) razvit trikorn, (2) trikorn v nastajanju, (3) luske, (4) zunanja epikutikula, (5) notranja epikutikula, (6) 
eksokutikula, (7) endokutikula, (8) regija kutikule, ki se razgradi, (9) levitvena membrana, (10) majhni 
vezikli, (11) strukturirani vezikli, (12) mitohondriji, (13) veliki vezikli s prekurzorji kutikule, (14) jedra 
epidermalnih celic in (15) Golgijev aparat. Prirejeno po Price in Holdich (1980). 
 
2.3. MIKROSTRUKTURE NA POVRŠINI ENAKONOŽCEV 
Epikutikula kopenskih enakonožcev tvori različno oblikovane strukture, medtem ko je 
kutikula vodnih enakonožcev manj strukturirana (Schmalfuss, 1978). Schmalfuss 
(1978) meni, da so funkcije teh pomožnih struktur epikutikule zmanjševanje stične 
površine z vodo, zmanjševanje trenja in preprečevanje lepljenja delcev na kutikulo. 
Raznolikost teh struktur bi lahko igrala ključno vlogo pri zasedanju različnih habitatnih 
tipov (Schmalfuss, 1978). 
Epikutikularne strukture na hrbtnih ploščicah (tergiti) kopenskih enakonožcev so zelo 
raznolike in vključujejo luske, poligonalne grebene mikrometrskih velikosti in čutilne 
trikorne (Schmalfuss, 1978). Pri mediteranskih vrstah Orthometopon phaleronense in 
Porcellionides pruinosus so na površini prisotne mikroskopske krogle, ki po 
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Schmalfussu (1978) sestavljajo voski. Schmalfuss (1978) pripisuje voskastim izločkom 
evolucijsko prednost pred luskami, ker imajo vodoodbojne lastnosti, ki preprečijo 
lepljenje substrata na kutikulo. Enake strukture so prisotne pri enakonožcu vrste 
Orthometopon planum, ki ima prav tako tanko kutikulo (Csonka in sod., 2018). 
2.3.1.  Mikrostrukture na kutikuli vrste Porcellionides pruinosus 
Epikutikularne strukture dajejo P. pruinosus svetleč poprh zaradi sipanja in odbijanja 
svetlobe (Hadley in Hendricks, 1985). Na kutikuli najdemo različne strukture. Ločimo 
jih lahko na čutilne trikorne, okrogle mikrostrukture različnih velikosti, plošče in 
manjše granule (Hadley in Hendricks, 1985). 
P. pruinosus na površini kutikule nima lusk. Krogle so razporejene v lokih, večje krogle 
lahko odpadejo in se naključno premaknejo po površini (Hadley in Hendricks, 1985). 
Hadley in Hendricks (1985) sta opazila, da so pred levitvijo živali bolj rjave, brez 
poprha, zaradi izgube krogel s površine. Opažanja sta si razložila z nalaganjem novih 
krogel na površini v nekaj urah po levitvi iz levitvene tekočine. Višja izguba vode pri 
živalih brez poprha v primerjavi s tistimi z močnim poprhom kaže na funkcijo krogel 
pri zmanjšanju izgube vode preko kutikule (Hadley in Hendricks, 1985). Nekateri 
avtorji so mnenja, da so krogle iz voskov (Ermin, 1944, cit. po Schmalfuss, 1978), drugi 
menijo, da so iz polisaharidov (Csonka in sod., 2018). Hadley in Hendricks (1985) sta 
kose kutikule poskusno inkubirala v ocetni kislini, kalijevem hidroksidu ali mešanici 
metanola in kloroforma. Nobena od teh snovi ni odstranila krogel. Na podlagi 
elementne analize površine kutikule z energijsko disperzijsko rentgensko spektrometrijo 
sta ista avtorja predlagala, da bi lahko krogle vsebovale kalcij, česar pa nista potrdila 
zaradi nezadostne ločljivosti izvedenega metodološkega postopka (Hadley in Hendricks, 
1987). Funkcija in sestava okroglih mikostruktur na površini kutikule pri enakonožcu 
vrste P. pruinosus še vedno ostajata uganki  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1. KULTURA ENAKONOŽCEV 
Kulturo Porcellionides pruinosus smo vzpostavili z živalmi, ki sta jih nabrali Katja 
Tomec 11. 11. 2018 v Starem trgu pri Ložu, in Nika Štrukelj 10. 11. 2018 v Ozeljanu. 
Živali smo hranili v pokriti plastični posodi z zemljo kot podlago in listjem (pretežno 
listje lesk) za hrano. Posode smo hranili v komori z dnevno-nočnim ritmom 12 h teme 
in 12 h svetlobe pri 21 ºC. Občasno smo namočili podlago ter dodali listje in koščke 
krompirja. 
Ker so nas zanimale morebitne spremembe struktur na kutikuli hrbtnih ploščic ter čas 
nastanka krogel na površini tergitov P. pruinosus med levitvenim ciklom, smo 
potrebovali živali v različnih fazah levitvenega cikla. Živali v fazi predlevitve smo 
prepoznali po prisotnosti sternalnih depozitov CaCO3 in določili napredovanje faze 
predlevitve (zgodnja – faza predlevitve 1; srednja – faza predlevitve 2; pozna – faza 
predlevitve 3) glede na obliko in velikost depozitov CaCO3 pod prvimi štirimi sterniti 
(Zidar in sod., 1998). Živali v fazi med levitvama smo prepoznali po odsotnosti 
sternalnih depozitov. Faze levitvenega cikla smo določili s stereomikroskopom MS5 
(Leica, Nemčija). Izbrane živali (preglednica 1) smo secirali v 0,1 M pufru HEPES (pH 
= 7,3; Sigma, ZDA) in izolirali vseh 7 tergitov pereona, ki smo jih fiksirali v fiksativu 
Karnovsky (pH = 7,3), ki ga sestavlja 2 % formaldehid (Sigma, ZDA) in 2,5 % 
glutaraldehid (Agar Scientific, Velika Britanija) v 0,1 M pufru HEPES. Nekaj tergitov 
smo fiksirali v absolutnem metanolu (Merck, Nemčija). Tergite v fiksativu smo shranili 
v hladilniku pri 4 ºC. 
 
Preglednica 1: Oštevilčene živali P. pruinosus, ki smo jih uporabili v analizah. Naveden je fiksativ (FK) 
fiksativ Karnovsky in (AM) absolutni metanol, ki smo ga uporabili za fiksacijo, ter faza levitvenega cikla, 
v kateri smo tergite fiksirali (A) anteriorni in (P) posteriorni. 
Oznaka živali Fiksacija Fiksacija Faza levitvenega cikla 
1 3 tergiti v FK 4 tergiti v AM faza med levitvama 
2 3 tergiti v FK 4 tergiti v AM faza predlevitve 2 
3 4 tergiti v FK 3 tergiti v AM faza predlevitve 3 
4 3 tergiti v FK 4 tergiti v AM faza predlevitve 1 
5 3 tergiti v FK 3 tergiti v AM faza predlevitve 1 
6 3 tergiti v FK 4 tergiti v AM faza medlevitve 
7 brez fiksacije  faza med levitvama 
8 brez fiksacije  faza med levitvama 
9 brez fiksacije  faza med levitvama 
10 brez fiksacije  faza med levitvama 
11 4 tergiti v FK 3 tergiti v AM faza med levitvama 
12 4 tergiti v FK 3 tergiti v AM faza med levitvama 
   se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 1: Oštevilčene živali P. pruinosus, ki smo jih uporabili v analizah. 
Oznaka živali Fiksacija Fiksacija Faza levitvenega cikla 
13 4 tergiti v FK 3 tergiti v AM faza predlevitve 3 
14 A tergiti v FK P tergiti v KF faza predlevitve 2 
15 A tergiti v FK P tergiti v KF faza predlevitve 3 
16 A tergiti v FK P tergiti v KF faza predlevitve 1 
17 A tergiti v FK P tergiti v KF faza med levitvama 
18 10 % formalin  faza med levitvama 
19 10 % formalin  faza med levitvama 
 
3.2. ANALIZA SESTAVE STRUKTUR NA POVRŠINI KUTIKULE 
3.2.1. Poskusi z izpostavitvijo kemikalijam in vizualizacija površine kutikule z 
vrstično elektronsko mikroskopijo 
Izolirali smo tergite treh živali (preglednica 1: živali 7, 8 in 9), ki jih nismo fiksirali, saj 
smo želeli ohraniti nespremenjene lastnosti epikutikularnih struktur. Tergite smo 
izpostavili različnim kemikalijam (preglednica 2). 
 
Preglednica 2: Poskus s kemikalijami v katerih smo inkubirali tergite pereona treh živali P. pruinosus. 
Tergit pereona Kemikalije Čas inkubacije (h) 
1 kontrola / 
2 (½) kalijev hidroksid  2 
2 (½) kalijev hidroksid 72 
3 (½) natrijev hipoklorit 2 
3 (½) natrijev hipoklorit 72 
4 kloroform  0,5 
5 metanol 72 
6 kontrola / 
7 
etilendiamintetraocetna 
kislina 
72 
Prvi tergit (za glavoprsjem) smo pustili suh in ga uporabili za kontrolo poskusa. Drugi 
tergit smo v mikrocentrifugirkah inkubirali v 1 ml 10 % kalijevega hidroksida (KOH) 
(Kemika, Jugoslavija). Tretji tergit smo inkubirali v 1 ml 4 % natrijevega hipoklorita 
(Šampionka, Slovenija). Po 2 urah inkubacije smo odrezali polovico drugega in tretjega 
tergita in ju ločeni prestavili v drugo mikrocentrifugirko, preostali polovici pa smo 
pustili v prvotnih raztopinah 72 ur. Polovici tergitov, inkubiranih 2 uri v KOH in 
NaOCl, smo spirali dvakrat po 7 minut v 0,1 M pufru HEPES ter nato 7 minut v 
mešanici 0,1 M pufra HEPES in metanola v razmerju 1:1 in jih shranili v absolutnem 
metanolu. Četrti tergit smo inkubirali v vročem kloroformu (Honeywell, Nemčija). 
Kloroform smo segreli na 60 ºC in tergite inkubirali dvakrat po 15 minut. Stekleničke 
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smo večkrat premešali s krožnimi gibi. Po končani inkubaciji smo odstranili kloroform 
in pustili odprto stekleničko v digestoriju, da se je vzorec posušil. Peti tergit smo 
inkubirali v absolutnem metanolu 72 ur. Ta tergit nam je služil za kontrolo tergitov, 
fiksiranih v metanolu po izpostavitvi različnim kemikalijam. Šesti tergit smo ponovno 
pustili suh, kot kontrolo. Sedmi tergit smo 72 ur inkubirali v 10 % vodni raztopini 
etilendiamintetraocetne kisline (v nadaljevanju EDTA, pH = 7,5; Merck, Nemčija). 
Polovico drugega in tretjega tergita, ki sta se 72 ur inkubirala v KOH in NaOCl, ter 
sedmi tergit (inkubacija v EDTA) smo sprali z 0,1 M pufrom HEPES ter postopek 
ponovili trikrat po 10 minut. 
Vzorce smo dehidrirali v naraščajoči koncentracijski vrsti etanola (50 %, 70 % in 90 %) 
do absolutnega etanola. V vsaki raztopini smo vzorce inkubirali 15 minut. Vzorce, 
fiksirane v metanolu, smo prestavili neposredno v absolutni etanol. Inkubacijo v 
aboslutnem etanolu smo dvakrat ponovili. Nato smo vzorce inkubirali v mešanici 
aboslutnega etanola in heksametildisilazana (v nadaljevanju HMDS; Merck, Nemčija) v 
razmerju 1:1, prav tako 15 minut. Nazadnje 
smo izvedli inkubacijo v čistem HMDS, 
dvakrat po 15 minut. Odstranili smo skoraj 
celoten HMDS in ga pustili le toliko, da je 
prekrival vzorce. Stekleničke smo pustili v 
digestoriju čez noč, da je HMDS povsem 
izhlapel. 
Vzorce smo pritrdili na samolepilne ogljikove 
diske na aluminijastih nosilcih (oboje SPI 
supplies, ZDA). Tergite in dele tergitov smo 
razporedili tako, da smo na en nosilec pritrdili 
vse tergite istege živali v enakem vrstnem 
redu (slika 2). Vzorce smo v naprševalniku 
SCD 050 (BAL-TEC, ZDA) napršili s platino 
v debelini 14 nm. 
3.2.2. Histološko barvanje rezin 
3.2.2.1. Priprava parafinskih rezin 
Dve živali (preglednica 1: 18 in 19) v fazi med levitvama smo fiksirali čez noč v 10 % 
vodni raztopini formalina (Merck, Nemčija). Nato smo fiksativ spirali z vodo dvakrat 
po 30 minut in ju inkubirali čez noč v 10 % vodni raztopini EDTA (pH = 7,5). Vzorce 
smo ponovno sprali po enakem postopku in jih dehidrirali v naraščajoči koncentracijski 
vrsti etanola (50 %, 70 %, 80 %, 96 %). V vsaki raztopini smo vzorce inkubirali 
30 minut. Nadaljevali smo z inkubacijo v propanolu (Honeywell, Nemčija), ki smo jo 
Slika 2: Nosilec s pritrjenimi tergiti, ki so 
bili predhodno inkubirani v kemikalijah 
označenih na sliki 
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ponovili dvakrat. Nazadnje smo vzorce dvakrat inkubirali v ksilenu (Honeywell, 
Nemčija) in jih prestavili v stekleno banjico s tekočim parafinom Paraplast Plus (Leica, 
ZDA), kjer smo jih inkubirali čez noč v termostatirani komori SP 55 EASY (Kambič, 
Slovenija), pri 60 ºC. Naslednji dan smo vzorce prestavili v novo banjico s parafinom in 
inkubirali 2 uri pri 60 ºC. Vzorce smo vklopili v kalupe iz aluminijaste folije na sistemu 
za vklapljanje vzorcev v parafin s hladno ploščo Histocore Arcadia (Leica, Nemčija) ter 
jih shranili v hladilniku pri 4 ºC. 
Rezine debeline 7 μm smo pripravili z rotacijskim mikrotomom RM 2265 z noži za 
mikrotom 819 (oboje Leica, Nemčija). Trak nanizanih rezin smo prestavili na gladino 
deionizirane vode na objektnih steklih in jih raztegnili na grelni plošči TP b 
(Marijan Krakter s.p., Slovenija) pri 43 ºC. Z objektnih stekelc smo odpivnali odvečno 
vodo in jih vrnili na grelno ploščo, kjer smo jih sušili čez noč. 
Iz rezin smo odstranili parafin z dvakratnim spiranjem v ksilenu. Sledila je inkubacija v 
propanolu (dvakrat) ter 96 % etanolu (dvakrat). Nato smo stekelca v stojalu prestavili v 
70 % etanol. Vsaka inkubacija je trajala 5 minut z občasnim stresanjem. Stekelca smo 
nazadnje prenesli v destilirano vodo, kjer so počakala do barvanja. 
3.2.2.2. Histološka barvanja 
Pri vsakem barvanju smo pobarvali po eno stekelce dveh različnih živali (preglednica 1: 
18 in 19). 
a) Weigertov železov hematoksilin  
Pripravili smo barvilo hematoksilin iz dveh komponent po Kiernanu (1990). Barvanje je 
potekalo 5 minut. Stekelca smo nato 5 minut spirali pod tekočo vodo. Sledilo je rahlo 
razbarvanje rezin, ki smo ga opravili z zelo kratko inkubacijo (5 sekund) stekelc v 1 % 
solni kislini v 70 % etanolu. Stekelci smo sprali v destilirani vodi. 
b) Alcian modro  
Barvilo alcian modro obarva kisle polisaharide modro (Kiernan, 1990). Stekelci smo 
inkubirali v 3 % ocetni kislini 3 minute, jih prekrili z 1 % raztopino alcian modrega 
(Merck, Nemčija) v 3 % ocetni kislini (pH = 2,5; Sigma, Nemčija) in inkubirali 
10 minut. Barvilo smo sprali v destilirani vodi. 
c) Eozin  
Eozin se uporablja kot barvilo, ki obarva citoplazmo (Kiernan, 1990). Uporabili smo 
mešanico 0,01 % eozin yellowish (Sigma, ZDA) in 0,05 % ocetne kisline v 70 % 
etanolu. Stekelca, pobarvana z alcian modrim ali hematoksilinom, smo prestavili v 
posodo z eozinom in inkubirali 5 minut. Stekelca smo sprali v destilirani vodi. 
Gantar I., Odsevne mikrostrukture na površini enakonožca vrste Porcellionides pruinosus. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
12 
 
d) Toluidin modro  
Toluidin modro je kationsko barvilo, ki se veže na kisle tkivne komponente (Sridharan 
in Shankar, 2012). Za barvanje smo uporabili delovno raztopino 1 % toluidin modrega 
(Merck, Nemčija) v destilirani vodi. Stekelci smo inkubirali v barvilu 1 minuto. Spirali 
smo ju v destilirani vodi. 
e) Shiffova reakcija s perjodovo kislino 
Shiffova reakcija s perjodovo kislino (v nadaljevanju PAS) rožnato obarva polisaharide, 
kot so glikogen, škrob, celuloza, mucin in matriks hrustanca (Kiernan, 1990). Stekelci 
smo inkubirali v perjodovi kislini 5 minut. Nato smo ju 5 minut spirali v tekoči vodi. 
Nadaljevali smo z 10-minutno inkubacijo v Shiffovem reagentu. Spiranje smo izvedli v 
destilirani vodi z dvema ponovitvama po 15 minut. 
f) Ponceau rdeče 
Enoodstotno raztopino barvila Ponceau rdeče, ki se veže na proteine, smo pripravili po 
Kiernanu (1990). Na stekelci smo nakapali ponceau rdeče (Sigma, ZDA), ga pustili 
učinkovati 5 minut in stekelci sprali v destilirani vodi. 
g) Živosrebrovo bromfenol modro 
Živosrebrovo bromfenol modro obarva modro proteine in peptide v vzorcu 
(Kiernan, 1990). Barvanje smo izvedli po postopku, ki ga navaja Subramoniam (1982). 
Reakcijska raztopina je vsebovala enoodstotni živosrebrov klorid (Kemika, Jugoslavija) 
in 0,05 % natrijevo bromfenol modro (Sigma, Nemčija) v 2 % vodni raztopini ocetne 
kisline. Stekelci smo inkubirali v barvilu 20 minut, ju spirali dvakrat po 5 minut v 0,5 % 
ocetni kislini in spiranje nadaljevali v destilirani vodi 3 minute. Stekelca smo prestavili 
v absolutni terc-butanol (Sigma, Nemčija) za 1 minuto, nato raztopino zamenjali in 
inkubirali še 2 minuti. Stekelca smo potem prestavili v ksilen in jih pokrili s krovniki. 
3.2.2.3. Dehidracija vzorcev in priprava trajnih preparatov 
Stekelca smo dehidrirali v naraščajoči koncentracijski vrsti etanola, čemur sta sledili 
dve inkubaciji v propanolu in dve v ksilenu. V vsako raztopino smo stekelca pomočili 
za nekaj sekund in jih pretresli. Rezine na stekelcih smo prekrili s sredstvom za 
pokrivanje Pertex (Medite, Nemčija) in s krovnim stekelcem. 
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3.2.3. Histološko barvanje celih tergitov z barvilom akridin oranžno 
Tri tergite (preglednica 1, živali 11 in 12), fiksirane v metanolu, smo sprali v 0,1 M 
pufru HEPES dvakrat po 15 minut in čez noč inkubirali v 10 % EDTA. Naslednji dan 
smo vzorce spirali dvakrat po 30 minut v 0,1 M pufru HEPES. Akridin oranžno je 
fluorescenčno barvilo, ki se veže na negativno nabite molekule. Postopek histološkega 
barvanja smo povzeli po člankih Saunders (1964) in Marlow in Dillaman (1995). 
Vzorce smo barvali v raztopini 0,1 % akridin oranžnega (Fluka, Nemčija) v destilirani 
vodi 5 minut. Vzorce smo nato spirali z destilirano vodo 1 minuto. Tergite smo 
prestavili na objektno steklo in jih pokrili s sredstvom proti bledenju Fluoroshield 
(Sigma, ZDA) in krovnim stekelcem. 
3.2.4. Histološko barvanje lipidov na zamrznjenih rezinah kutikule 
3.2.4.1. Priprava zamrznjenih rezin 
Pripravili smo zmrznjene rezine, ker smo želeli ohraniti lipide v tkivu. Tergite, fiksirane 
v fiksativu Karnovsky, smo dvakrat spirali v 0,1 M pufru HEPES 15 minut. Nato smo 
jih dekalcificirali z inkubacijo v 10 % EDTA 48 ur. Tergite smo ponovno sprali z 
enakim postopkom. Kriomikrotom CM 1850 (Leica, ZDA) smo ohladili na -20 ºC 
skupaj z vsem orodjem za pripravo zamrznjenih rezin. Tergite smo prenesli na nosilce v 
kapljico medija za zamrzovanje tkiv Tissue Freezing Medium (Leica, ZDA). Vzorec 
smo narezali na rezine debeline 16 μm. Vsako rezino smo posebej prenesli na objektno 
steklo, prevlečeno s poli-L-lizinom. 
Kontrolo za specifično barvanje lipidov smo si zagotovili z inkubacijo rezin v mešanici 
metanola in kloroforma v razmerju 2:1, ki iz tkiva odstrani lipide. Stekelca smo v 
mešanici inkubirali v digestoriju 1 uro in jih nato barvali z oil red O ali sudan črnim. 
3.2.4.2. Histološko barvanje 
Stekelca smo predinkubirali v mešanici propanola in vode v razmerju 3:2. Histološko 
barvanje z oil red O smo izvedli s petminutno inkubacijo v mešanici 0,5 % oil red O 
(Sigma, ZDA) v propanolu in deionizirane vode v razmerju 3:2 (Kim in sod., 2015). 
Barvilo obarva lipide oranžno-rdeče ali rdeče (Kiernan, 1990). Vzorce smo potem 
1 minuto spirali z mešanico propanola in vode v razmerju 3:2. Mešanico smo zamenjali 
z navadno vodo in vzorce spirali 10 minut. 
Barvanje s sudan črnim smo izvedli z raztopino 0,3 % sudan črnega (Sigma, ZDA) v 
70 % etanolu po navodilih v Kiernan (1990). Stekelca smo predinkubirali v 70 % 
etanolu 5 minut in jih nato barvali 5 minut. Vzorce smo spirali v 70 % etanolu 5 minut 
in nato 10 minut v vodi. 
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Po obeh barvanjih smo obarvane rezine pokrili s kapljico glicerola in krovnim steklom. 
3.3. OPTIČNE LASTNOSTI STRUKTUR NA POVRŠINI KUTIKULE 
3.3.1. Avtofluorescenca struktur na površini kutikule 
Uporabili smo tergite, fiksirane v fiksativu Karnovsky in metanolu (preglednica 1, živali 
2 in 3). Tergite, fiksirane v fiksativu Karnovsky, smo dvakrat sprali v 0,1 M pufru 
HEPES in jih prenesli na objektno steklo v kapljico glicerola. Tergite, fiksirane v 
absolutnem metanolu, smo direktno prenesli na objektno steklo v kapljico glicerola. 
Tergite v glicerolu smo pokrili s krovnim steklom. 
3.3.2. Določitev lomnega količnika struktur na površini kutikule 
Na objektna stekla smo nanesli kapljice sredstev z različnimi lomnimi količniki 
(preglednica 3). V vsako kapljico smo postavili eno polovico posušenega tergita, 
fiksiranega v absolutnem metanolu (preglednica 1, živali 1 in 2), jo orientirali tako, da 
je bila epikutikula zgoraj, in jo pokrili s krovnim steklom. 
 
Preglednica 3: Lomni količniki sredstev v katerih smo opazovali optične lastnosti struktur na površini 
kutikule P. pruinosus. 
Sredstvo Lomni količnik 
glicerol (Merck, Nemčija) 1,4729 
imerzijsko olje (Zeiss, Nemčija) 1,5100 
benzil alkohol (Sigma, ZDA) 1,5400 
benzil benzoat (Sigma, ZDA) 1,5680 
Za natančnejšo določitev lomnega količnika krogel smo pripravili mešanice etanola in 
benzil alkohola z naraščajočimi lomnimi količniki (preglednica 4) na podlagi 
objavljenih vrednosti lomnih količnikov različnih mešanic (Chen in sod., 2012). Iz 
molskih deležev smo preračunali, koliko gramov posameznega sredstva moramo 
zmešati za določen lomni količnik in ju odtehtali na elektronski tehnici BP 310 S 
(Sartorius, Nemčija). Za potrditev razmerij etanola in benzil alkohola smo pred 
pričetkom poskusa izmerili gostoto posameznih mešanic, tako da smo stehtali 1 ml 
vsake mešanice na elektronski tehnici ABT 100-5NM (Kern, Nemčija) ter rezultate 
primerjali z objavljenimi gostotami (Chen in sod., 2012). 
Na objektna stekla smo nanesli kapljice posameznih mešanic in vanje položili polovice 
posušenih tergitov, fiksiranih v metanolu (preglednica 1, žival 4). Vzorce smo pokrili s 
krovnim steklom in krovnik zatesnili z lakom za nohte. 
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Preglednica 4: Lomni količniki mešanic etanola in benzil alkohola, s katerimi smo določali lomni količnik 
struktur na površini kutikule P. pruinosus. 
Lomni 
količnik 
Sredstvo 
Molski delež 
etanola 
Molski delež 
benzil alkohola 
Masa etanola 
(g) 
Masa benzil 
alkohola (g) 
1,359 etanol / / / / 
1,462 glicerol / / / / 
1,470 mešanica 0,55 0,45 0,4079 0,7830 
1,487 mešanica 0,45 0,55 0,3078 0,8827 
1,508 mešanica 0,30 0,70 0,1794 0,9820 
1,520 mešanica 0,20 0,80 0,1081 1,0150 
1,530 mešanica 0,10 0,90 0,0483 1,0204 
1,538 
benzil 
alkohol 
/ 1 / / 
 
3.4. TVORBA STRUKTUR NA POVRŠINI KUTIKULE 
3.4.1. Vizualizacija levitvenega prostora s fluorescenčno mikroskopijo 
Za določitev časa nastanka struktur na površini kutikule smo izbrali tri živali 
(preglednica 1: 1, 2 in 3). Prvi je bil v fazi medlevitvama, drugi v zgodnji fazi 
predlevitve in tretji v pozni fazi predlevitve. Vzorce smo pripravili po postopku, 
opisanem v poglavju Avtofluorescenca struktur na površini kutikule (poglavje 3.3.1). S 
sistemom za izdelavo optičnih rezin ApoTome (Zeiss, ZDA) smo posneli serije optičnih 
rezin, ki so obsegale staro kutikulo, levitveni prostor in nastajajočo novo kutikulo. 
Pridoblejene slike smo obdelali v računalniškem programu Fiji (Schindelin in sod., 
2012). 3D-prikaz relativne globine rezin smo pripravili s pomočjo vključka “Time 
Lapse Colour Coder”. 
3.4.2.  Vizualizacija levitvenega prostora z vrstično elektronsko mikroskopijo 
Tergite enakonožcev, ki smo jih uporabili za pripravo optičnih rezin (preglednica 1, 
živali 1, 2 in 3), smo fiksirali v fiksativu Karnovsky in jih dvakrat po 15 minut spirali v 
0,1 M pufru HEPES. Na koncu smo pufer zamenjali z 1 % osmijevim tetroksidom 
(OsO4) v vodi mili-Q. Postfiksacija v OsO4 je trajala 1 uro, nato smo vzorce dvakrat po 
30 minut spirali v vodi mili-Q. Vzorce smo dehidrirali in napršili po postopku, 
opisanem v poglavju Poskusi z izpostavitvijo kemikalijam in vizualizacija površine 
kutikule z vrstično elektronsko mikroskopijo (poglavje 3.2.1). Pri tergitih organizmov v 
fazi predlevitve (preglednica 1, živali 2 in 3) smo namerno odlomili del kutikule in 
izpostavili novo nastajajočo kutikulo pod staro kutikulo. 
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3.4.3. Velikost krogel v različnih fazah levitvenega cikla 
Zanimala nas je velikost krogel na površini eksoskeletne kutikule pri živalih v različnih 
fazah levitvenega cikla. Pri živalih v pozni fazi predlevitve smo opazili, da so na 
površini stare kutikule pretežno manjše krogle, medtem ko so na novo nastajajoči 
kutikuli poleg manjših še velike krogle. V ta namen smo analizirali slike, posnete s 
fluorescenčno mikroskopijo pri vzbujanju z UV svetlobo, kjer je bila avtofluorescenca 
krogel najmočnejša. 
Analizirali smo slike po ene živali v fazi med levitvama, zgodnji fazi predlevitve, pozni 
fazi predlevitve ter fazi medlevitve. Pri slednjem smo ločeno analizirali anterirone in 
posteriorne tergite. Slike smo obdelali v računalniškem programu Fiji (Schindelin in 
sod., 2012) z analizo delcev (funkcija “Particle analysis”). Celoten postopek je prikazan 
v Prilogi A. Predhodno smo izrezali trikorne iz slik v računalniškem programu GIMP, 
ker bi njihova prisotnost otežila analizo. 
Določili smo površino krogel in Feretov premer krogel (“Feret”), ki je najdaljša razdalja 
med dvema vzporednima premicama, ki se dotikata nekega izbranega objekta, v našem 
primeru krogov. Prav tako smo pridobili informacijo o najmanjšem Feretovem premeru 
(“MinFeret”), kar je najkrajša razdalja med dvema vzporednima premicama, ki se 
dotikata izbranega objekta. Za namen analize smo izračunali premer vsake krogle po 
formuli (1) 
√𝐹𝑒𝑟𝑒𝑡 × 𝑀𝑖𝑛𝐹𝑒𝑟𝑒𝑡       … (1) 
Pridobljene podatke smo prikazali z računalniškim programom Rstudio verzija 1.1.456 
(Rstudio Team, 2016), s pomočjo razširitvenega paketa “ggplot2”. 
3.4.4. Priprava vzorcev za presevno elektronsko mikroskopijo 
Tergite živali v različnih fazah levitvenega cikla smo fiksirali v fiksativu Karnovsky čez 
noč, jih spirali v 0,1 M pufru HEPES dvakrat po 15 minut in dekalcificirali v 10 % 
EDTA v vodi 72 ur. Tergite smo nato ponovno sprali v 0,1 M pufru HEPES dvakrat po 
30 minut in izvedli dvourno postfiksacijo z 1 % vodno raztopino OsO4. Vzorce smo 
nato spirali dvakrat po eno uro v vodi mili-Q in jih premestili v 50 % etanol za 30 minut 
in shranili v 70 % etanolu čez noč. 
Dehidracijo vzorcev smo izvedli v naraščajoči alkoholni vrsti (70 % etanol, 90 % 
etanol, absolutni etanol dvakrat), vsaka inkubacija je trajala 30 minut. Vzorce smo od 
tega koraka dalje inkubirali na rotorju B7925 (Agar Acientific, Velika Britanija) pri 
sobni temperaturi. Absolutni etanol smo nadomestili z acetonom (Merck, Nemčija), 
prav tako v dveh ponovitvah. V digestoriju smo pripravili smolo AGAR 100 (Agar 
Scientific, Velika Britanija) po navodilih proizvajalca. Za prehodni medij smo uporabili 
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aceton, ki smo ga mešali s smolo v razmerjih 4:1 in 2:1. Vzorce smo nato inkubirali v 
čisti smoli. Smolo smo polimerizirali v sterilizatorju ST-45 (Kambič, Slovenija) pri 
60 ºC 24 ur. 
Poltanke in ultratanke rezine smo pripravili z ultramikrotomom Ultracut S (Reichert, 
Nemčija). S steklenimi noži, pripravljenimi na pripravi za lomljenje steklenih nožev 
EM-KMR2 (Leica, Nemčija), smo narezali poltanke rezine z debelino 0,35 μm. Rezine 
smo prenesli na objektno steklo v kapljico vode mili-Q. Objektno steklo smo položili na 
grelno ploščo 2025 (Marijan Krakter s.p., Slovenija), segreto na 80 °C. Počakali smo, da 
je voda popolnoma izhlapela in so se rezine pritrdile na objektno steklo. Rezine smo 
obarvali po Richardsonu, z barviloma azur II in metilensko modro. Poltanke rezine smo 
ponovno posušili na grelni plošči. Trajni preparat smo pripravili s krovnim medijem 
Ultrakitt (J. T. Baker, Nizozemska). 
Ultratanke rezine debeline 70 nm, smo pripravili z diamantnim nožem (Diatome, ZDA). 
Rezine smo prenesli na bakrene mrežice (SPI supplies, ZDA). Rezine smo kontrastirali 
10 min z 1 % vodno raztopino uranil aceta in 5 min z 10 % vodno raztopino svinčevega 
citrata (SPI Supplies, ZDA). 
3.5. MIKROSKOPIJA 
Vzorce iz poglavij Histološka barvanja rezin (poglavje 3.2.2) in Histološko barvanje 
lipidov na zamrznjenih rezinah kutikule (poglavje 3.2.4) in Določitev lomnega 
količnika struktur na površini kutikule (poglavje 3.3.2) smo slikali z običajno presevno 
svetlobno mikroskopijo in diferencialnim interferenčnim kontrastom (DIC) z 
mikroskopom Axioimager Z.1 (Zeiss, Nemčija), opremljenim z barvno CCD kamero 
HRc (Zeiss, Nemčija) in monokromatsko CCD kamero MRc (Zeiss, Nemčija) ter s 
programom AxioVision (Zeiss, Nemčija). Za fluorescenčno mikroskopijo iz poglavij 
Avtofluorescenca struktur na površini kutikule (poglavje 3.3.1) in Vizualizacija 
levitvenega prostora s fluorescenčno mikroskopijo (poglavje 3.4.1) smo uporabili tri 
sete filtrov proizvajalca Zeiss (Nemčija): set 01 z vzbujevalnim filtrom, ki prepušča 
svetlobo valovne dolžine 365 nm (UV vzbujevalna svetloba) in zapornim filtrom, ki 
prepušča svetlobo valovne dolžine daljše od 397 nm, set 09 z vzbujevalnim filtrom, ki 
prepušča svetlobo valovne dolžine med 450 in 490 nm (modra vzbujevalna svetloba) in 
zapornim filtrom, ki prepušča svetlobo valovne dolžine nad 515 nm in set 15, ki 
prepušča vzbujevalno svetlobo valovne dolžine 546 nm (zelena svetloba) in izsevano 
svetlobo valovne dolžine nad 590 nm. 
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Slike vzorcev, pripravljenih v poglavju Histološko barvanje lipidov na zamrznjenih 
rezinah kutikule (poglavje 3.2.4) in Določitev lomnega količnika struktur na površini 
kutikule (poglavje 3.3.2), smo posneli z običajno presevno mikroskopijo in faznim 
kontrastom z mikroskopom Axioskop (Opton, Nemčija) s kamero DFC 290 HD (Leica, 
Nemčija) in programom LAS (Leica, Nemčija). 
Slike vzorcev iz poglavij Poskusi z izpostavitvijo kemikalijam in vizualizacija površine 
kutikule z vrstično elektronsko mikroskopijo (poglavje 3.2.1) in Vizualizacija 
levitvenega prostora z vrstično elektronsko mikroskopijo (poglavje 3.4.2) smo posneli z 
vrstičnim elektronskim mikroskopom s poljsko emisijo JEOL JSM-7500F (JEOL, 
Japonska). 
Ultratanke rezine smo pregledali s presevnim elektronskim mikroskopom CM 100 
(Philips, Nizozemska). Slike smo posneli z digitalno kamero BioScan 792 (Gatan, 
ZDA) in računalniškim programom Digital Micrograph (Gatan, ZDA). 
Slike smo uredili v računalniškem programu GIMP (verzija 2.10.4). 
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4 REZULTATI 
4.1. STRUKTURE NA POVRŠINI KUTIKULE VRSTE Porcellionides pruinosus 
Enakonožec vrste Porcellionides pruinosus ima kutikulo prekrito z različnimi 
strukturami. Njihova sestava, oblika in razporeditev lomijo in sipajo svetlobo, kar daje 
organizmu svetlikajoč bel poprh (slika 3). V nadaljevanju bomo podrobneje opisali 
strukture na površini kutikule tega enakonožca. 
 
Slika 3: Enakonožec vrste Porcellionides pruinosus 
Strukture na površini kutikule P. pruinosus lahko razdelimo v šest kategorij (slika 4). 
Najbolj številčne so okrogle strukture mikrometrskih velikosti, ki jih bomo v 
nadaljevanju imenovali krogle (slika 4B). Najbolj prepoznavni so trikorni, čutilne 
ščetine v obliki črke T, ki so na kutikuli orientirani tako, da sta kraka anteriorno in daljši 
del posteriorno (slika 4C). Površino kutikule prekrivajo manjše okrogle strukture, 
velikostnega reda 0,1 μm, ki jih bomo v nadaljevanju imenovali granule (slika 4D). Pod 
nekaterimi trikorni opazimo obročaste strukture, lahko samo eno ali več (do 4) v 
polkrogu, ki jih bomo v nadaljevanju imenovali obroči (slika 4E). Na vsakem tergitu 
posteriorno na obeh epimerah sta večji čutilni ščetini (noduli laterales) (slika 4F). Na 
anteriornem delu posameznega tergita, kjer ga prekriva rob tergita pred njim, so 
strukture v obliki lusk (slika 4G), ki so prisotne tudi blizu posteriornega roba tergita. V 
nadaljevanju se bomo osredotočili predvsem na krogle. 
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Slika 4: Strukture na površini kutikule enakonožca P. pruinosus. Na tergitih (hrbtnih ploščicah) (A) so 
razvidne mikrometrske okrogle strukture – krogle (B), trikorni (C), manjše okrogle strukture – granule 
(D), obročaste strukture ob nekaterih trikornih – obroči (E), čutilni ščetini (noduli laterales) na epimerah 
(F) in luskaste strukture – luske (G). 
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4.2. SESTAVA KROGEL 
Zanimala nas je kemična sestava krogel. Na podlagi tretiranja z različnimi kemičnimi 
sredstvi in rezultatov histoloških barvanj smo sklepali na prisotnost organskih snovi, kot 
so ogljikovi hidrati, lipidi in proteini, ter kalcijevih mineralov. 
4.2.1. Poskusi z izpostavitvijo krogel različnim kemikalijam in vizualizacija z 
vrstično elektronsko mikroskopijo 
Krogle smo uspešno vizualizirali na tergitih treh živali (slike 5, 6, 7). Opazili smo, da je 
površina krogel strukturirana, z grebeni in vdolbinami. Krogle, inkubirane v različnih 
kemikalijah, smo primerjali s kontrolo (slike 5A, 5I, 6A, 6I, 7A, 7I). Izgled krogel se je 
najbolj spremnil po inkubaciji v NaOCl. Po 2 urah inkubacije (slike 5D, 6C, 7D, 7E) so 
bile krogle manjše in bolj nepravilnih oblik. Granule so povsem izginile. Po 72 urah 
inkubacije je epikutikula izginila in izpostavile so se spodnje plasti kutikule (slike 5F, 
6D-F, 7F). Vidne so ostale izbokline, kjer so bile krogle povezane s kutikulo (sliki 6E in 
6F). Izpostavila se je vlaknasta zgradba trikornov (slika 5F). Granule, ne pa tudi krogle, 
so izginile po inkubaciji v KOH (slike 5B, 5C, 6B, 7B, 7C) in EDTA (slike 5J, 6J, 7J). 
Površina tergitov, izpostavljenih vročemu kloroformu (slike 5G, 6G, 7G) in 
absolutnemu metanolu (slike 5H, 6H, 7H), je bila enaka kontroli. 
4.2.2. Histološka barvanja parafinskih rezin kutikule 
a) Hematoksilin in eozin 
Na našem preparatu (sliki 8A, 8B) smo opazili temno modro obarvanje jeder, kar 
pomeni, da se je hematoksilin pravilno vezal. Prav tako se je rahlo modro obarvala 
eksokutikula, medtem ko se je endokutikula obarvala oranžnorožnato, kar nakazuje na 
različne kemične lastnosti teh plasti kutikule. Krogle so se obarvale oranžnorožnato, kar 
pomeni, da se je nanje vezal eozin. 
b) Alcian modro in eozin 
Barvanje z barviloma alcian modro in eozinom (sliki 8C, 8D) je prerez kutikule 
obarvalo podobno kot barvanje s hematoksilinom in eozinom. Epikutikula in 
eksokutikula sta se obarvali modro. Epikutikula se je obarvala bolj izrazito modro. 
Krogle so se obarvale oranžnorožnato in trikorni so se obarvali rahlo bolj modro. 
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Slika 5: Kutikularne strukture na površini tergitov prvega vzorca P. pruinosus, izpostavljenih različnim 
kemikalijam. 1. tergit smo pustili suh za kontrolo (A), 2. tergit smo inkubirali v 10 % kalijevem 
hidroksidu 2 h (B) ali 72 h (C), 3. tergit v natrijevem hipokloritu 2 h (D, E) ali 72 h (F), 4. tergit v vročem 
kloroformu 2 h (G), 5. tergit v metanolu (H), 6. smo pustili suhega za kontrolo (I), 7. tergit smo pa 
inkubirali v 10 % EDTA 72 h (J). Oznake: (T) trikorn, (O) obroč, (GR) granule in (BK) bakterije. 
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Slika 6: Kutikularne strukture na površini tergitov drugega vzorca P. pruinosus, izpostavljenih različnim 
kemikalijam. 1. tergit smo pustili suh za kontrolo (A), 2. tergit smo inkubirali v 10 % kalijevem 
hidroksidu 2 h (B), 3. tergit v natrijevem hipokloritu 2 h (C) ali 72 h (D, E, F), 4. tergit v vročem 
kloroformu 2 h (G), 5. tergit v metanolu (H), 6. smo pustili suhega za kontrolo (I), 7. tergit smo pa 
inkubirali v 10 % EDTA 72 h (J). Oznake: (T) trikorn, (GR) granule in (BK) bakterije. 
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Slika 7: Kutikularne strukture na površini tergitov tretjega vzorca P. pruinosus, izpostavljenih različnim 
kemikalijam. 1. tergit smo pustili suh za kontrolo (A), 2. tergit smo inkubirali v 10 % kalijevem 
hidroksidu 2 h (B) ali 72 h (C), 3. tergit v natrijevem hipokloritu 2 h (D, E) ali 72 h (F), 4. tergit v vročem 
kloroformu 2 h (G), 5. tergit v metanolu (H), 6. smo pustili suhega za kontrolo (I), 7. tergit smo pa 
inkubirali v 10 % EDTA 72 h (J). Oznake: (T) trikorn in (GR) granule. 
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Slika 8: Histološka barvanja rezin P. pruinosus 1. Prerez kutikule smo obarvali s hematoksilinom in 
eozinom (A, B) alcian modrim in eozinom (C,D) in toluidin modrim (E, F). Oznake: (T) trikorn, (O) 
obroč, (J) jedro, (M) mišična vlakna, (EP) epikutikula, (EK) eksokutikula in (EN) endokutikula. Merilo: 
20 µm. 
c) Toluidin modro 
Na naših preparatih (sliki 8E, 8F) so se jedra obarvala modro, kot je pričakovano za 
toluidin modro, ki se veže na kisle makromolekule. Pri kutikuli smo opazili rožnato 
obarvanje endokutikule. Epikutikula se je obarvala rahlo modro, prav tako trikorni. 
Krogle in obroči so ostali neobarvani. 
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d) Shiffova reakcija s perjodovo kislino 
Reakcija PAS služi za identifikacijo polisaharidov v tkivu, ki se obarvajo roza. Naša 
preparata sta se enako obarvala (sliki 9A, 9B). Kutikula se je prav tako obarvala roza, 
vendar se niso vse plasti obarvale enako. Endokutikula in eksokutikula sta se obarvali 
rahlo roza. Epikutikula je ostala brezbarvna. Krogle in trikorni so se obarvali rahlo roza. 
 
Slika 9: Histološka barvanja rezin P. pruinosus 2. Na prerezu kutikule smo izvedli reakcijo PAS za 
identifikacijo polisaharidov (A, B). Oznake: (T) trikorn, (J) jedro, (M) mišična vlakna, (EK) eksokutikula 
in (EN) endokutikula. Merilo: 20 µm. 
e) Histološka barvanja za prikaz proteinov 
Vzorce kutikule smo obarvali z barviloma ponceau rdeče in živosrebrovo bromfenol 
modro, ki obarvata proteine (slika 10). Barvilo ponceau rdeče (sliki 10A, 10B) je 
oranžno obarvalo endokutikulo in eksokutikulo, epikutikula je ostala brez barve. Krogle 
in trikorni so se obarvali oranžno. Živosrebrovo bromfenol modro (sliki 10C, 10D) je 
obarvalo krogle in trikorne temno modrordeče. Kutikula se je obarvala rahlo modro, 
vendar plasti niso tako izrazito ločene. Endokutikula je izgledala rahlo bolj rdeče 
obarvana od eksokutikule. Epikutikula se je rahlo bolj modro obarvala.. 
4.2.3. Histološka barvanja celih tergitov z akridin oranžnim 
Za prikaz kislih makromolekul smo cele tergite obarvali s fluorescenčnim barvilom 
akridin oranžno. Kontrola je bila tretirana enako kot obarvani tergiti, le da je nismo 
obarvali (slika 11A). Pri vzbujanju z modro svetlobo smo opazili rahlo zeleno 
avtofluorescenco krogel in tergitov, ne pa avtofluorescence jeder. Z barvilom smo 
obarvali tergite dveh živali. Pri obeh smo opazili močno zeleno fluorescenco jeder 
(sliki 11C, 11E). Krogle in trikorni so fluorescirali rdeče (sliki 11B, 11D), njihova 
fluorescenca pa je zelo hitro bledela. 
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Slika 10: Histološka barvanja rezin P. pruinosus 3. Prerez kutikule smo obarvali z barvili ponceau rdeče 
(A, B) in živosrebrovim bromfenol modrim (C, D) za prikaz proteinov v tkivu. Oznake: (T) trikorn, , (J) 
jedro, (M) mišična vlakna, (EP) epikutikula, (EK) eksokutikula in (EN) endokutikula. Merilo: 20 µm. 
4.2.4. Histološka barvanja zamrznjenih rezin 
Kriorezine dveh živali smo histološko obarvali z barviloma oil red O in sudan črno, ki 
se specifično vežeta na nevtralne trigliceride in nevtralne lipide. Oil red O je maščobne 
kapljice obarval rdeče (slika 12A). Kutikula in krogle se niso obarvale. Rahlo rdeče se 
je obarvala notranjost trikorna. Izvedli smo kontrolo z inkubacijo vzorcev v mešanici 
metanola in kloroforma, ki je odstranila lipide iz tkiva (sliki 12B in 12C). Maščobne 
kapljice smo uspešno odstranili, ker nismo opazili več rdeče obarvanosti na prerezu 
kutikule. Notranjost trikorna je kjub temu ostala obarvana rahlo rdeče. Sudan črno je 
obarvalo maščobne kapljice modro (sliki 13A in 13C). Kutikula se je rahlo obarvala. 
Krogle so ostale neobarvane. Kontrola s kloroformom in metanolom (sliki 13B in 13D) 
je pokazala, da je bila rahla obarvanost kutikule posledica nespecifične vezave barvila. 
Gantar I., Odsevne mikrostrukture na površini enakonožca vrste Porcellionides pruinosus. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
28 
 
 
Slika 11: Fluorescenčno barvanje celih tergitov P. pruinosus z akridin oranžnim. Krogle pri ekscitaciji z 
modro svetlobo avtofluorescirajo zeleno (A). Po barvanju z akridin oranžnim krogle in trikorni na tergitih 
dveh različnih živali fluorescirajo rdeče (B, D) in jedra zeleno (C, E). Oznaki: (T) trikorn in (O) obroč. 
Merilo: 20 µm. 
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Slika 12: Histološko barvanje kriorezin P. pruinosus s barvilom oil red O (A). Barvanje smo ponovili pri 
dveh živalih, vendar slika obarvane kutikule druge manjka, ker na kriorezinah ni bilo želenega tkiva. 
Kontrolo smo izvedli z inkubacijo v mešanici metanola in kloroforma, ki sta odstranila lipide iz kriorezin 
(B, C). Oznaki: (T) trikorn in (K) kutikula. Merilo: 20 µm. 
 
Slika 13: Histološko barvanje kriorezin P. pruinosus z barvilom sudan črno. Barvanje smo ponovili na 
dveh živalih (A, C). Kontrolo smo izvedli z inkubacijo v mešanici metanola in kloroforma, ki sta 
odstranila lipide iz kriorezin (B, D). Oznaki: (T) trikorn in (K) kutikula. Merilo: 20 µm. 
 
Gantar I., Odsevne mikrostrukture na površini enakonožca vrste Porcellionides pruinosus. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
30 
 
4.3. OPTIČNE LASTNOSTI KROGEL 
4.3.1. Avtofluorescenca krogel 
Avtofluorescenca je naravna lastnost določenih spojin, ki pri obsevanju s svetlobo 
določene valovne dolžine absorbirajo njeno energijo, preidejo v vzbujeno stanje in 
sevajo svetlobo daljše valovne dolžine. Stukture na površini kutikule smo opazovali z 
različnimi seti vzbujevalnih in zapornih filtrov (slika 14). Krogle so najbolj izstopale iz 
ozadja pri setu filtrov z UV vzbujevalno svetlobo (slika 14B). Pri modri vzbujevalni 
svetlobi (slika 14C) so krogle autofluorescirale v zelenem delu vidne svetlobe, vendar 
ne bistveno močneje od drugih delov kutikule. Pri zeleni vzbujevalni svetlobi 
(slika 14D) krogle niso avtofluorescirale. 
 
Slika 14: Avtofluorescenca struktur na površini P. pruinosus. Slika je bila posneta s presevno svetlobo 
(A) ter s fluorescenčno mikroskopijo pri vzbujanju z UV svetlobo (B), z modro svetlbo (C) in z zeleno 
svetlobo (D). Oznaka: (T) trikorn. Merilo: 20 µm 
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4.3.2. Lomni količnik krogel 
Lomni količnik krogel nam pove, kakšne optične lastnosti imajo krogle na površini 
kutikule, s čimer lahko razložimo, kako pride do značilnega videza površine 
enakonožca. Lomni količnik krogel smo določili z imerzijo v različne snovi. Poskus 
smo začeli s snovmi z znanimi lomnimi količniki, kot so glicerol, imerzijsko olje, benzil 
alkohol in benzil benzoat (slika 15). Pri pridobivanju slik in fokusiranju z belo svetlobo 
smo skoraj popolnoma zaprli zaslonko. Krogle so bile vidne v vseh štirih snoveh. Pri 
pregledu vzorcev s faznim kontrastom smo imeli težave pri imerziji tergitov v benzil 
alkohol in benzil benzoat, saj so ostale vidne krogle, ki niso bile v fokusu. Pri lomnem 
količniku 1,54 benzil alkohola (sliki 15E, 15F) so krogle v fokusu izginile, medtem ko 
so krogle izven fokusa izgledale temnejše od okolice. Pri lomnem količniku 1,57 benzil 
benzoata (sliki 15G, 15H) so bile krogle v fokusu svetlejše od okolice, kar je ravno 
nasprotno kot v ostalih sredstvih. 
Za natančnejšo določitev lomnega količnika krogel smo pripravili vrsto mešanic benzil 
alkohola in etanola z različnimi lomnimi količniki (preglednica 5).  
Preglednica 5: Izmerjene mase etanola in benzil alkohola pri pripravi mešanic z naraščajočo vrsto lomnih 
količnikov. Primerjava dejanske gostote s predvideno gostoto in lomni količniki mešanic. 
Sredstvo 
Masa etanola 
(g) meritev 
Masa benzil alkohola 
(g) meritev 
Izmerjena 
gostota (g/cm3) 
Predvidena 
gostota (g/cm3)  
Predviden 
lomni količnik 
etanol / / / / 1,359 
glicerol / / / / 1,462 
mešanica 0,41 0,789 0,93 0,948 1,47 
mešanica 0,302 0,887 0,96 0,971 1,487 
mešanica 0,183 0,982 1,00 1,003 1,508 
mešanica 0,099 1,016 1,04 1,017 1,52 
mešanica 0,071 1,034 1,05 1,032 1,53 
benzil 
alkohol 
/ / / 1,045 1,538 
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Slika 15: Krogle na površini kutikule P. pruinosus v snoveh z znanim lomnim količnikom. Slike v levem 
stolpcu smo posneli z običajno presevno mikroskopijo, v desnem pa s faznim kontrastom. Tergite smo 
slikali v glicerolu (A, B), imerzijskem olju (C, D), benzil alkoholu (E, F) in benzil benzoatu (G, H) z 
lomnimi količniki 1,47, 1,51, 1,54 in 1,57. Puščice (E-H) označujejo krogle na preparatu. Merilo: 20 µm. 
Krogle na površini smo opazovali z običajno presevno mikroskopijo in z diferencialnim 
interferenčnim kontrastom (DIC; slika 16). Pri imerzijah z večjim lomnim količnikom 
smo si pomagali z avtofluorecenco krogel pri ekscitaciji z valovno dolžino 488 nm in 
izostrili krogle ter jih nato poslikali s presevno svetlobo. Pri lomnih količnikih med 1,48 
in 1,52 (slike 16C-J) so bile krogle še vedno jasno razpoznavne in z DIC imele izbočen 
videz. Pri lomnem količniku 1,53 krogle skoraj niso bile vidne, ampak z DIC je bil 
njihov videz rahlo vbočen (slika 16L), kar smo opazili tudi pri imerziji v čisti benzil 
benzoat (slika 16N). Poleg mešanic smo za boljšo primerjavo krogle slikali z DIC tudi v 
glicerolu (sliki 16O in 16P). 
Gantar I., Odsevne mikrostrukture na površini enakonožca vrste Porcellionides pruinosus. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
33 
 
 
Slika 16: Krogle na površini kutikule P. pruinosus v mešanicah etanola in benzil alkohola z naraščajočim 
lomnim količnikom. Slike smo posneli z običajno presevno mikroskopijo (črne oznake) in z DIC (bele 
oznake). Tergite smo slikali v mešanicah z lomnimi količniki 1,36 (A, B), 1,47 (C, D), 1,48 (E, F), 1,51 
(G, H), 1,52 (I, J), 1,53 (K, L), 1,54 (M, N) in glicerolu z lomnim količnikom 1,47 (O, P). Obkrožen 
predel na slikah (K-M) prikezuje del slike, kjer so krogle najbolj vidne. Merilo: 20 µm. 
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4.4. TVORBA KROGEL 
Z opazovanjem integumenta v različnih fazah levitvenega cikla smo pridobili podatke o 
tvorbi krogel. Z več mikroskopskimi metodami smo preučili strukturo tergitov v fazi 
med levitvama, fazi predlevitve in v fazi medlevitve, torej v času med posteriorno in 
anteriorno levitvijo. Fazo predlevitve smo določili na podlagi prisotnosti in oblike 
depozitov CaCO3 na prvih štirih sternitih (slika 17). 
 
Slika 17: P. pruinosus v različnih fazah levitvenega cikla. Ventralna slika živega organizma v fazi med 
levitvama (A), seciranega organizma v zgodnji fazi predlevitve (B) in v pozni fazi predlevitve (C). 
4.4.1. Levitveni prostor v fazi predlevitve 
Pri živali v pozni fazi predlevitve smo že s presevno svetlobno mikroskopijo lahko 
opazovali krogle in trikorne na površini stare kutikule in na nastajajoči novi kutikuli tik 
pod staro. Z DIC smo jih lahko bolje vizualizirali (sliki 18A, 18B). Staro in nastajajočo 
novo kutikulo ter levitveni prostor iste živali smo slikali s serijo optičnih rezin z 
apotomom. Globinsko razporeditev različnih struktur v seriji optičnih rezin smo 
prikazali s programom Fiji z združitvijo 37 optičnih rezin kutikule, ki smo jih obarvali 
glede na globino. Zgornjo polovico serije smo obarvali rdeče, spodnjo polovico pa 
zeleno s pomočjo vključka “Time Lapse Colour Coder” (slika 18C). Krogle v 
levitvenem prostoru smo opazili tudi z vrstično elektronsko mikroskopijo (slika 18D). 
Pokazali smo, da krogle na površini enakonožca nastanejo v času priprave na levitev in 
so v pozni fazi predlevitve že oblikovane. 
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Poleg krogel v levitvenem prostoru v pozni predlevitvi smo opazili tudi različno 
pokritost stare kutikule s kroglami pri različnih živalih. Nekatere živali so imeli več 
krogel na površini stare kutikule, drugi manj krogel, v levitvenem prostoru pa je bilo 
videti več krogel kot na stari kutikuli. Krogle so iz stare kutikule lahko odpadle v času 
priprave vzorcev. Opazili smo tudi, da ena epidermalna celica tvori več krogel, ki so 
razporejene v nizih. Krogle so različnih velikosti, nizu večjih krogel sledijo vrste vedno 
manjših nizov. 
4.4.2.  Velikost krogel živali v različnih fazah levitvenega cikla 
Izmerili smo velikosti krogel pri štirih živalih (preglednica 6). Razporeditev podatkov 
na violinskih grafih (slika 19) nakazuje, da velikosti krogel niso razporejene 
enakomerno, ampak so razporejene v razrede krogel podobnih velikosti, ki se ujemajo 
pri živalih v fazi med levitvama, fazi začetne predlevitve in posteriorne levitve. Živali v 
pozni fazi predlevitve in anteriorne levitve imata podobno razporejeno frekvenco 
podatkov velikosti krogel. Pri primerjavi živali v različnih fazah levitvenega cikla smo 
ugotovili, da so po levitvi s časom prevladovale manjše krogle in je upadlo število 
večjih krogel. 
Preglednica 6: Število podatkov, pridobljenih z analizo velikosti krogel pri različnih živaih P. pruinosus. 
Žival Faza levitvenega cikla Število slik N (analiza delcev) 
1 faza med levitvama 3 1542 
2 zgodnja faza predlevitve 3 915 
3 pozna faza predlevitve 5 2793 
6a 
anteriorni tergiti v fazi 
medlevitve 
5 2466 
6p 
posterironi tergiti v fazi 
medlevitve 
5 5907 
Skupaj 
  
13623 
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Slika 18: Vizualizacija mikrostruktur na površini kutikule enakonožca vrste P. pruinosus v fazi 
predlevitve. Isti predel kutikule smo slikali z DIC v dveh fokusnih ravninah, ravnini zgornje stare kutikule 
(A), in nastajajoče spodnje kutikule (B) Stare (rdeče) in nove (zelene) mikrostrukture na površini kutikule 
smo posneli s 3D-fluorescenčno mikroskopijo s strukturirano osvetlitvijo (rdeča barva prikazuje strukture 
bližje površini, zelena pa globlje strukture) (C). Sliko površine stare (zgoraj) in nove (spodaj) kutikule 
smo pridobili tudi z vrstičnim elektronskim mikroskopom (D). Merilo: 20 µm 
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Slika 19: Razporeditev premerov krogel, izmerjenih z analizo delcev pri živalih P. pruinosus v različnih 
fazah levitvenega cikla. Violinski grafi (sivi obrisi) prikazujejo frekvenčno razporeditev podatkov, 
kvartilni diagram pa mediano (vodoravna črta) in območje od prvega do tretjega kvartila (škatla). 
Navpične črte prikazujejo razpon med najnižjo in najvišjo vrednostjo, črne pike pa osamelce. Pri živali v 
fazi medlevitve so ločeno prikazani podatki za površino stare kutkule (A: anteriorni štirje tergiti pereona) 
ter nove kutikule (P: posteriorni trije tergiti pereona) 
4.4.3. Povezava krogel s kutikulo 
Pomembna informacija, ki lahko bistveno doprinese k razlagi nastaneka krogel, je 
njihova povezava s površino kutikule. Krogle so mikrometrskega velikostnega reda, 
zato smo uporabili elektronsko mikroskopijo za vizualizacijo te povezave (slika 20). Na 
vseh posnetih slikah lahko opazimo tanjšo podolgovato strukturo, ki povezuje krogle in 
površino kutikule, v nadaljevanju pecelj. Prav tako smo vizualizirali enako vrsto 
povezave med obroči in kutikulo (priloga B). S presevno elektronsko mikroskopijo smo 
uspeli posneti slike prerezanih pecljev (slika 20D). Z vrstično elektronsko mikroskopijo 
smo slikali spodnji del epikutikule, ki se je odluščila na dekalcificiranem tergitu, in 
opazili odebelitve, ki bi lahko predstavljale spodnje dele pecljev (slika 20E). 
Na prerezu krogel s presevno elektronsko mikroskopijo (slika 21) smo opazili, da krogle 
niso homogeno zapolnjene. Krogle na kutikuli v fazi med levitvama (slika 21B) in 
krogle v nastajajoči kutikuli v fazi medlevitve na anteriornih tergitih (sliki 21C in 21D) 
imajo viden sloj, ki jih obdaja in bi lahko predstavljal nekakšno ovojnico. 
 
 
 
Gantar I., Odsevne mikrostrukture na površini enakonožca vrste Porcellionides pruinosus. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
38 
 
 
 
 
 
Slika 20: Povezave med kroglami in površino kutikule pri P. pruinosus, vizualizirane z vrstično 
elektronsko mikroskopijo (A, C, E) in presevno elektronsko mikroskopijo (B, D, F). Oznake: (EP) 
epikutikula, (EK) eksokutikula, (EN) endokutikula, (GR) granule. Puščice označujejo peclje krogel (A, C) 
in odebelitve na notranji strani epikutikule (E). Merilo: 1 µm, B: 2 µm. 
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Slika 21: Prerez krogel na ultratankih rezinah kutikule P. pruinosus. Prerez krogel na kutikuli živali v fazi 
med levitvama (A, B) in prerez krogle na nastajajoči kutikuli na anteriornih tergitih živali v fazi 
medlevitve (C, D). Oznake: (EP) epikutikula, (EK) eksokutikula, (LP) levitveni prostor in (P) pecelj. 
Merilo: 0,5 µm. 
4.4.4. Postopek nastanka krogel 
Da bi ugotovili, kako nastanejo krogle na epikutikuli, smo pregledali tergite živali v 
različnih fazah levitvenega cikla. Pripravili smo poltanke in ultratanke rezine tergitov v 
fazi med levitvama, zgodnji fazi predlevitve, srednji fazi predlevitve in pozni fazi 
predlevitve. Pri vsaki fazi smo ločeno obravnavali anteriorne štiri in posteriorne tri 
tergite pereona. 
Na slikah poltankih rezin (slika 22) lahko vidimo prerez kutikule, kutikularne strukture 
na površini stare kutikule in nastajajoče kutikularne strukture nove kutikule. Na 
anteriornih (slika 22A) in posteriornih (slika 22B) tergitih živali v fazi med levitvama so 
lepo vidne strukture na površini kutikule, eksokutikula, endokutikula in celice 
epidermisa z jedri. Na prerezih tergitov živali v fazi predlevitve je viden levitveni 
prostor med endokutikulo in epidermisom. Pri živalih v zgodnji fazi predlevitve 
(sliki 22C, 22D) je levitveni prostor najširši pod trikorni, drugje je ožji. Celice 
epidermisa so močneje obarvane, kar je lahko posledica debelejših delov rezin. V 
srednji fazi predlevitve (sliki 22E, 22F) so že jasno vidni trikorni v levitvenem prostoru 
in manjše zgostitve, ki bi lahko bile nastajajoče krogle. Tergiti živali v pozni fazi 
predlevitve (sliki 22G, 22H) imajo že povsem oblikovane epikutikularne strukture v 
levitvenem prostoru, jasno ločimo trikorne in krogle različnih velikosti. Opazimo tudi 
jasno nagubanost nastajajoče kutikule. 
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S presevno elektronsko mikroskopijo smo pregledali tergite v srednji fazi predlevitve. 
Trikorni so bili v tej fazi že oblikovani. V levitvenem prostoru (sliki 23A, 23B) smo 
opazili strukture, ki glede na pogostost in razporeditev v levitvenem prostoru verjetno 
predstavljajo nastajajoče krogle. Te strukture so izvihki membrane epidermalnih celic 
(sliki 23C, 23D), obdani z elektronsko gosto snovjo. Krogle na površini so zelo 
elektronsko goste v primerjavi z ostalimi deli kutikule (slika 23A). 
V levitvenem prostoru anteriornega tergita v pozni fazi predlevitve so bile krogle 
povezane z epidermalnimi celicami preko peclja (sliki 24A, 24B). V levitvenem 
prostoru posteriornega tergita istega osebka (sliki 24C, 24D) citoplazemskih povezav 
med kroglami in epitelnimi celicami nismo več opazili. Vidna je bila sinteza spodnjih 
plasti kutikule pod epikutikulo. Notranjost krogel anteriornega tergita izgleda bolj 
vlaknasta. Notranjost krogel posteriornega tergita izgleda drugače, ne vlaknasta, ampak 
bolj homogena. Epidermalne celice pod kutikulo so pri živalih v fazi med levitvama 
(sliki 24E, 24F) manj elektronsko goste kot tiste pri živalih v fazi predlevitve. Epitelne 
celice v fazi predlevitve imajo bolj očiten zrnati endoplazemski retikulum (slika 23D). 
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Slika 22: Prerez kutikule P. pruinosus v različnih fazah levitve, obarvane z barvilom po Richardsonu 
(Azur II-metilen modro). Poltanke rezine anteriornega (A) in posteriornega tergita (B) v fazi med 
levitvama, anteriornega (C) in posteriornega tergita (D) v zgodnji fazi predlevitve, anteriornega (E) in 
posteriornega tergita (F) v srednji fazi predlevitve in anteriornega (G) in posteriornega (H) tergita v pozni 
fazi predlevitve. Oznake: (T) trikorn, (J) jedro, (M) mišična vlakna, (EP) epikutikula, (EK) eksokutikula, 
(EN) endokutikula in (LP) levitveni prostor. Merilo: 20 µm. 
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Slika 23: Ultratanka rezina kutikule P. pruinosus v srednji fazi predlevitve (A), levitveni prostor in 
nastajajoče krogle pri večji povečavi (B) in izrastki membran celic in zgostitve okoli njih, ki nakazujajo 
na depozicijo materiala, morda v zvezi s tvorbo krogel (C, D). Oznake: (EP) epikutikula, (EK) 
eksokutikula, (EN) endokutikula, (LP) levitveni prostor, (J) jedro, (AS) adherentni stik, (GER) zrnati 
endoplazemski retikulum. Puščice označujejo nastajajoče krogle (B) in izrastke celic, kjer poteka 
depozicija materiala (C, D). 
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Slika 24: Prerez kutikule anteriornega tergita (A, B) in posteriornega tergita (C, D) P. pruinosus v pozni 
fazi predlevitve ter posteriornega tergita v fazi med levitvama (E, F). Oznake: (EP) epikutikula, (EK) 
eksokutikula, (EN) endokutikula, (LP) levitveni prostor, (J) jedro, (GER) zrnati endoplazemski retikulum, 
(M) mišična vlakna in (MT) mitohondrij,  
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5 RAZPRAVA 
Kutikulo enakonožca Porcellionides pruinosus prekrivajo zelo fascinantne 
mikrostrukture, o katerih je že nekaj znanega, vendar so razlage njihovega nastanka in 
sestave v literaturi pomanjkljive in neusklajene (Hadley in Hendricks, 1985, 1986; 
Csonka in sod. 2018). 
5.1. SESTAVA KROGEL 
Prvi avtorji, ki so razpravljali o kroglah na površini kutikule pri vrsti P. pruinosus so 
menili, da gre za voskaste izločke, vendar to ni bilo pokazano s poskusi (Ermin, 1944, 
cit. po Schmalfuss, 1978; Hornung, 2011). Na podlagi barvanja z reakcijo PAS so drugi 
menili, da jih sestavljajo polisaharidi (Csonka in sod. 2018). Elementno sestavo kutikule 
vrste P. pruinosus sta Hadley in Hendricks (1987) določila z energijsko disperzijsko 
spektrometrijo rentgenskih žarkov (EDXS). V kutikuli sta pokazala veliko količino 
kalcija, drugih elementov pa je bilo manj. Čeprav je bil njun cilj določiti sestavo krogel, 
izvedba te metode ni zagotovila zadostne ločljivosti, da bi lahko določeno elementno 
sestavo pripisala posameznim strukturam na površini kutikule. Kljub poskusom, ki sta 
jih izvedla, nista prišla do jasnih zaključkov glede kemične sestave krogel, krogle so 
namreč ostale prisotne kljub tretiranju z organskimi topili ali ocetno kislino (Hadley in 
Hendricks, 1985). 
Rezine kutikule P. pruinosus smo barvali s hematiksilinom in eozinom. Hematoksilin 
obarva kisle strukture, kot so DNA in RNA, medtem ko je eozin kisla spojina, ki se 
veže na bazične strukture, kot so pozitivno nabiti aminoksilinski ostanki proteinov. 
Vidna je razlika med obarvanjem eksokutikule, ki se je obarvala modro zaradi vezave 
hematoksilina, in endokutikule, ki se je obarvala oranžnorožnato zaradi vezave eozina, 
ne pa tudi hematoksilina. Prerez kutikule se je z barviloma hematoksilinom in eozinom 
obarval enako kot pri enakonožcu vrste Porcellio scaber (Žnidaršič in sod., 2017). 
Krogle na površini kutikule so se obarvale oranžnorožnato, kar pomeni, da so bolj 
bazične. Pri barvanju parafinskih rezin z alcian modrim se je prav tako modro obarvala 
eksokutikula, medtem ko je endokutikula ostala neobarvana (Žnidaršič in sod., 2017). 
Na naših preparatih smo poleg alcian modrega parafinske rezine pobarvali tudi z 
eozinom, ki je endokutikulo obarval oranžnorožnato. Rezine smo obarvali tudi z 
barvilom toluidin modro, ki se prav tako veže na kisle makromolekule. Barvilo je 
metakromatsko in glede na količino vezanega barvila obarva tkivo v različnih barvah 
(Sridharan in Shankar, 2012). Na prerezu kutikule P. pruinosus smo opazili rahlo rdečo 
obarvanost endokutikule in modro obarvanost epikutikule, ne pa krogel. Nobeno od 
naštetih barvil ni obarvalo krogel, kar pomeni da jih ne sestavljajo kisle makromolekule. 
Krogle je oranžno obarval eozin, ki se veže na bazične makromolekule. 
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5.1.1. Minerali 
Tergite smo inkubirali v EDTA, ki je zelo pogosto uporabljeno sredstvo za 
dekalcifikacijo tkiva (Meritet in sod., 2019). Strukture na tergitih, inkubiranih v EDTA, 
smo primerjali s kontrolo z vrstično elektronsko mikroskopijo in ugotovili, da krogle 
niso spremenile svoje oblike. Edina sprememba površine kutikule je odsotnost granul. 
Če bi krogle sestavljali kalcijevi minerali, bi verjetno opazili spremembo oblike pri 
dekalcifikaciji. Ker je nismo opazili, predvidevamo, da krogle ne vsebujejo kalcijevih 
mineralov. 
5.1.2.  Lipidi 
V kutikuli žuželk najdemo hidrofobne lipide, večinoma v obliki ogljikovodikov, ki 
preprečujejo izgubo vode, kutikula je zato vodoodbojna in pri socialnih žuželkah 
omogočajo lipidi prepoznavo med živalmi iste kolonije (Morgan, 2004). Lipidi v 
kutikuli enakonožcev predvidevajo, da pripomorejo k zmanjševanju izgube vode preko 
transpiracije, zaradi zmanjšane permeabilnosti kutikule (Hadley in Warburg, 1986). 
Plinska kromatografija ekstrahiranih lipidov celih enakonožcev vrst Armadillo 
albomarginatus, Armadillo officinalis in Hemilepistus reamuri je pokazala prisotnost 
ogljikovodikov, prostih maščobnih kislin, acilglicerolov, holesterola in več neznanih 
pigmentov (Hadley in Warburg, 1986). Avtorji istega članka so obarvali prereze 
kutikule z barviloma oil red O in sudan črnim in poročali, da se je obarval zunanji del 
kutikule. V naši raziskavi smo pripravili zmrznjene rezine, ki smo jih prav tako obarvali 
z barviloma za nevturalne lipide oil red O in sudan črnim. Na obarvanih kriorezinah se 
krogle niso obarvale, prav tako ne zunanji deli kutikule. Pod kutikulo smo opazili 
maščobna telesa v celicah epidermisa, ki so se obarvala rdeče (barvilo oil red) in 
zelenomodro (barvilo sudan črno). Z mešanico klorofoma in metanola lahko odstranimo 
lipide iz tkiva, ne da bi spremenili druge lastnosti vzorca (Folch in sod., 1957). Ko smo 
s kontrolnimi tergiti primerjali izgled krogel, inkubiranih v vročem kloroformu, so 
krogle ostale enakega izgleda, kar pomeni, da jih ne sestavljajo pretežno lipidi, saj bi jih 
z ekstrakcijo odstranili in posledično spremenili njihov izgled. Iz zgoraj navedenih 
rezultatov sklepamo, da krogel ne sestavljajo lipidi, ki so histokemijsko dokazljivi z 
uporabljenima barviloma in da lipidi, ki jih ekstrahiramo s kloroformom, niso 
prevladujoča sestavina krogel.  
5.1.3.  Polisaharidi 
Polisaharidi v epidermalnih celicah prispevajo k nastajanju hitina, ki je sestavina 
kutikule (Pratoomchat in sod., 2002). Poleg hitina v kutikuli dekapodnih rakov najdemo 
tudi druge polisaharide (Pratoomchat in sod., 2002). 
 
Gantar I., Odsevne mikrostrukture na površini enakonožca vrste Porcellionides pruinosus. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij ekologije in biodiverzitete, 2019  
46 
 
Prerez kutikule P. pruinosus smo obarvali z reakcijo PAS in opazili roza obarvanje 
predvsem endokutikule. Predvidevamo, da je reakcija potekla s hitinom v endokutikuli. 
Eksokutikula se je prav tako rahlo obarvala, ker so tudi tam prisotni polisaharidi, 
predvsem hitinska vlakna (Fabritius in sod., 2016). Epikutikula se ni obarvala, ker tam 
ni polisaharidov. Krogle so se obarvale rahlo roza, kar pomeni, da morda vsebujejo 
polisaharide ali glikozilirane proteine. Pri primerjanju izgleda krogel, inkubiranih v 
KOH, s kontrolo nismo opazili razlik v obliki in strukturiranosti krogel. KOH lahko 
ekstrahira polisaharide iz vzorca (Qin in sod., 2017). Na epikutikuli so bile krogle bolj 
očitno strukturirane, prav tako so bili peclji bolj razločni, granule pa so se raztopile. Vse 
nakazuje, da je inkubacija v KOH odstranila najbolj zunanjo plast snovi, ki sicer 
prekriva epikutikularne strukture. 
Akridin oranžno je fluorescenčno barvilo, ki se uporablja za identifikacijo kislih 
mukopolisaharidov (Saunders, 1964). Po barvanju z akridin oranžnim celična jedra ob 
modrem vzbujanju fluorescirajo zeleno, medtem ko RNA in kisli polisaharidi 
fluorescirajo rdeče (Saunders, 1964). Rdeča fluorescenca krogel na površini tergitov 
P. pruinosus nakazuje, da se v njih nahajajo kisle makromolekule. Naši rezultai se 
ujemajo z rezultati barvanja prereza kutikule dekapodnih rakov, kjer so ugotovili, da je 
epikutikula fluorescirala oranžno, zaradi vezave barvila na negativne makromolekule, 
predvidevajo na glikoproteine (Marlowe in Dillaman, 1995). Ti rezultati so v nasprotju 
z rezultati histoloških barvanj s hematoksilinom, alcian modrim, eozinom in toluidin 
modrim, ki kažejo, da krogel ne sestavljajo kisle makromolekule. Pri presevni 
elektronski mikroskopiji smo opazili, da krogle niso homogene in da jih obdaja tanka 
plast, ki bi lahko predstavljala nekakšno ovojnico. Pri vezanju histoloških barvil ne 
moremo vedeti, na kateri del krogel se je barvilo vezalo. Posledično lahko 
predvidevamo, da imajo predeli krogel različne lastnosti. Ovojnica je lahko pretežno iz 
kislih makromolekul in je zato fluorescirala rdeče pri barvanju z akridin oranžnim, 
notranjost krogel pa je lahko pretežno iz bazičnih makromolekul. 
5.1.4.  Proteini 
Proteine v kutikuli najdemo v povezavi s hitinom, katerega vlakna obdajajo skupaj z 
minerali (Fabritius in sod., 2016). Povečano koncentracijo proteinov v epidermalnih 
celicah najdemo v fazah predlevitve in polevitve, ko prihaja do pospešene sinteze 
gradnikov kutikule (Pratoomchat in sod., 2002). Večina proteinov, ki jih najdemo v 
kutikuli členonožcev, je glede na podatke v bazi podatkov “cuticle DB” strukturnih, 
vendar baza ne zajema podatkov za rake enakonožce (Magkrioti in sod., 2004). 
Prereze kutikule P. pruinosus smo barvali z barvili, ki se vežejo na proteine. Obe barvili 
sta obarvala krogle, ponceau rdeče oranžno in živosrebrovo bromfenol modro 
modrordeče, primerljivo z obarvanostjo mišičnih vlaken. Obe barvili sta obarvali 
celoten preparat. Krogle so se obarvale tudi s splošnim barvilom po Richardsonu na 
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poltankih rezinah. Predvidevamo, da krogle sestavljajo proteini, česar pa s histološkimi 
barvanji nismo zagotovo potrdili, ker nismo izvedli kontrole za nespecifično vezanje 
uporabljenih barvil. 
Površino tergitov, inkubiranih v NaOCl po 2 in 72 urah, smo primerjali s kontrolo z 
vrstično elektronsko mikroskopijo. Krogle po 2 urah inkubacije so spremenile svojo 
obliko, niso bile več lepo okrogle, ampak so bile nepravilnih oblik in se skrčile. Na 
prerezu krogel smo s presevno elektronsko mikroskopijo opazili, da imajo krogle tanko 
ovojnico in mozaično elektronsko gosto notranjost. NaOCl je lahko razgradil proteine v 
notranjosti krogel. Po 72 inkubaciji v NaOCl so krogle povsem izginile, prav tako se je 
odstranila tudi epikutikula in razkrila notranje plasti kutikule. Na nekaterih predelih 
tergitov smo opazili le obrise struktur, ki bi lahko bili ostanki krogel. Iz zgoraj 
navedenega lahko sklepamo, da krogle sestavljata kemično različni ovojnica in 
notranjost. 
5.2. OPTIČNE LASTNOSTI KROGEL 
Z vrstično elektronsko mikroskopijo smo analizirali strukturo krogel, ki so na površini 
tergitov enakonožca vrste P. pruinosus. Opazili smo, da krogle niso gladke, ampak je 
površina krogel nagubana. Trikorni so mrežasto razporejeni po površini in krogle so 
med njimi razporejene v ponavljajočem simetričnem vzorcu. 
S fluorescenčno mikroskopijo smo ugotovili, da so krogle avtofluorescenčne, saj smo 
jih jasno razločili pri vzbujanju z UV svetlobo, avtofluorescenca pa je bila nekoliko 
šibkejša pri vzbujanju z modro svetlobo. Avtofluorescenca krogel nam je pomagala pri 
vizualizaciji levitvenega prostora, saj smo jih jasno razločili od ostalih delov kutikule. 
Fluorescenca kutikule ni nenavaden pojav. Najbolj znana je fluorescenca škrpijonov in 
je že bila opažena tudi pri enakonožcih (Fasel in sod. 1997, Giurginca in sod., 2015). 
Opazili so, da so nekatere strukture kutikule fluorescirale močneje kot ostale. 
Avtofluorescenco pri vzbujanju v UV delu spektra svetlobe pri enakonožcu vrste 
Mesoniscus graniger so pripisali β-karbolinu (derivatu kumarina) in povezavi z 
ditrozinom ali drugim, še ne določenim molekulam (Giurginca in sod., 2015). 
Epifluorescenca se je izkazala za uspešno metodo za vizualizacijo struktur na kutikuli 
tudi pri tardigradih (Perry in sod., 2015). 
Svetleč videz enkonožca vrste P. pruinosus pripisujejo lastnostim krogel na površini 
kutikule. Z imerzijo tergitov v snovi z različnimi lomnimi količniki smo poskusili kar se 
da natančno določiti lomni količnik krogel. Bistveno razliko v izgledu krogel 
(navidezno vbočenost namesto izbočenosti pri DIC mikroskopiji) smo opazili pri 
mešanici etanola in benzil alkohola z lomnim količnikom 1,53. Lomni količnik krogel 
je torej podoben lomnemu količniku stekla. Odsevni materiali, ki jih ljudje uporabljamo 
na cestnih tablah in kot odsevnike na oblekah, sestavljajo steklene kroglice, pri katerih v 
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notranjosti pride do odboja sevetlobe in nato do ponovnega odboja na površini kroglice, 
pri čemer je izhodni žarek ravno nasproten vhodnemu (Yuan in sod., 2015). Krogle na 
površini kutikule P. pruinosus imajo podobne lastnosti kot steklene kroglice odsevnih 
materialov. Krogle so še dodatno strukturirane, kar najverjetneje še dodatno vpliva na 
žarek svetlobe. Krogle prekrivajo celotno dorzalno površino kutikule in jo, zaradi svojih 
lastnosti, spremenijo v odsevnik. Enakonožec vrste P. pruinosus ima pod epidermalnimi 
celicami pigmentne granule, ki mu dajejo rjav izgled. Krogle na površini kutikule lahko 
odbijejo svetlobo, ki bi jo temna obarvanost kutikule drugače absorbirala, povzročila 
segrevanje organizma in sprožila izhlapevanje vode preko tanke kutikule. 
5.3. TVORBA KROGEL 
Hadley in Hendricks (1985) sta opazila, da so organizmi takoj po levitvi izgledali bolj 
bleščeče kot tisti tik pred levitvijo. Z vrstično elektronsko mikroskopijo sta potrdila, da 
je bilo na površini kutkule pred levitvijo manj krogel kot pri kutikuli takoj po levitvi. Z 
našim raziskovalnim delom smo prišli do istega zaključka, saj smo opazili različno 
pokritost kutikule s kroglami. Slike smo posneli s fluorescenčno mikroskopijo s 
strukturirano osvetlitvijo in izkoristili avtofluorescenco krogel v UV spektru svetlobe. 
Ugotovili smo, da so krogle različnih velikosti, ki naraščajo v nizih. Živali v pozni fazi 
predlevitve niso imeli več krogel največjega velikostnega razreda oziroma jih je bilo 
zelo malo. Na posteriornih tergitih živali v fazi medlevitve smo lahko pridobili 
infomacijo o velikosti vseh krogel, ker se največje še niso odstranile kot pri ostalih 
živalih, ki smo jih opazovali. Krogle so z epikutikulo povezane s pecljem. Peclji so bili 
enakih debelin, ne glede na velikost krogle. Krogle lahko odpadejo zaradi hitrega 
premikanja po substratu ali pa smo jih mi odstranili med pripravo vzorcev. Kjer so 
krogle odpadle, so ostali ostanki pecljev, ki potrjujejo njihovo prisotnost v fazi nastanka 
epikutikule. 
5.3.1. Tvorba epikutikularnih struktur med levitvenim ciklom 
Z različnimi mikroskopskimi tehnikami (DIC, fluorescenčna in vrstična elektronska 
mikroskopija) smo pokazali, da mikrostrukture na površini enakonožca vrste 
P. pruinosus nastanejo v času priprave na levitev in so v pozni fazi predlevite že 
povsem izoblikovane. Ugotovili smo, da mikroskopske krogle nastanejo v fazi 
predlevitve, ko nastaja epikutikula. Naši rezultati dopolnjujejo raziskavo, kjer so 
ugotovili, da so krogle najbolj številčne po levitvi kutikule (Hadley in Hendricks, 1985). 
Isti avtorji so interpretirali pojav bleščečega videza takoj po leviti s formacijo krogel 
takoj po levitvi iz levitvene tekočine. Z vizualizacijo levitvenega prostora v fazi 
predlevitve smo dokazali, da to ne velja. Mikrostrukture na kutikuli se formirajo v fazi 
predlevitve v levitvenem prostoru pod staro kutikulo. 
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5.3.2. Postopek nastanka krogel 
Epikutikula, tako kot ostali deli kutikule, je del eksoskeleta, ki nastane kot zunajcelični 
matriks. Izločajo ga polarizirane epitelne celice pod kutikulo (Moussiane, 2013). 
Epikutikula pri enakonožcu vrste Idotea baltica nastane iz gradnikov, ki jih epidermalne 
celice izločijo na površino izboklin in iz vezikov Golgijevega aparata (Powell in 
Halcrow, 1985). Luske, ki so prav tako epikutikularne strukture, nastanejo med 
izločanjem epikutikule. Luske nastanejo z gubanjem epikutikule in v najbolj zgodnji 
fazi nastanka izgledajo kot prstasti izrastki, na katere celice nalagajo gradnike 
epikutikule (Powell in Halcrow, 1984). Med nastajanjem luske zapolnjujejo izvihki 
citoplazme, ki izločajo epikutikularne gradnike, ko je luska formirana, pa se povezave s 
celico umaknejo. Citoplazma se lahko umakne iz luske preko sistema kanalov preko 
katerih poteka izločanje ostalih plasti kutikule (Powell in Halcrow, 1984). V 
embrionalnem razvoju kutikule enakonožca vrste Porcellio scaber so prav tako opazili 
izvihke epidermalnih celic, ki so bile elektronsko gostejše (Mrak in sod., 2014). Pri 
enakonožcu vrste Titanethes albus so v začetni faze predlevitve opazili celične 
izbokline, ki so bile elektronsko gostejše in so se kasneje razvile v luske ali ščetine. 
(Vittori in sod., 2012). Opazili so tudi celične izrastke, ki zapolnjujejo porne kanale v 
endo- in eksokutikuli (Ziegler, 1997). 
V srednji fazi predlevitve smo opazili nastanek podobnih izvihkov epidermalnih celic 
kot pri formaciji lusk pri morskem enakonožcu vrste I. baltica (Powell in Halcrow, 
1984). Pri enakonožcu vrste P. pruinosus smo opazili elektronsko gosto snov na 
površini teh izrastkov, kjer predvidevamo, da gre za depozicijo gradnikov, ki sestavljajo 
krogle. Opazili smo, da peclje zapolnjuje citoplazma na anteriornih tergitih v pozni fazi 
predlevitve. Krogle so bile povezane s celicami, ko pa se je začela formacija spodnjih 
plasti kutikule, se je ta povezava prekinila. Krogle na anteriornih tergitih so bile v času 
fiksacije še vedno povezane z epidermalnimi celicami in njihova notranjost je izgledala 
vlaknasto. Krogle na posteriornih tergitih iste živali niso bile več povezane z 
epidermalnimi celicami in njihova notranjost je izgledala drugače, bolj homogena. Po 
prekinitvi povezave med notranjostjo krogel in epidermalnimi celicami je lahko prišlo 
do kemičnih sprememb vsebine krogel, kar se je odražalo v različni vezavi 
kontrastirnega sredstva. 
Epidermalne celice pod kutikulo so najbolj aktivne v fazi predlevitve (Ziegler, 1997). V 
fazi med levitvama epitelne celice zapolnjuje zrnati endoplazemski retikulum, 
mitohondiji in glikogen, redko opazimo Golgijev aparat. V fazi predlevitve enakonožca 
P. scaber so opazili bistveno povečanje celic epitela in prisotnost granul glikogena v 
celicah. V celicah so opazili več zrnatega endoplazemskega retikuluma, Golgijeva 
telesca, mitohondrijev in povečano število veziklov (Ziegler, 1997). Pri primerjavi 
epitelnih celic P. pruinosus v fazi predlevitve in fazi med levitvama smo opazili, da so 
bile celice bistveno bolj zapolnjene z zrnatim endoplazemskim retikulum. Celice so 
imele očitno več veziklov in opazili smo veliko število izvihkov, za katere 
predvidevamo, da so mesto tvorbe novih krogel. 
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6 SKLEPI 
P. pruinosus ima na površini kutikule različne strukture, najbolj številčne so krogle, 
trikorni, obroči in granule. 
Krogle sestavljajo bazične makromolekule. S Shiffovo reakcijo s perjodovo kislino smo 
zaznali prisotnost polisaharidov in s histološkima barviloma ponceau rdeče in 
živosrebrovo bromfenol modro prisotnost proteinov. 
Inkubacija tergitov v natrijevem hipokloritu je spremnila izgled krogel, ki so se po 
2 urah skrčile in po 72 urah inkubacije povsem raztopile. 
Krogle so avtofluorescenčne pri vzbujanju z UV svetlobo. 
Krogle so prosojne in imajo lomni količnik 1,53, kar je podobno lomnemu količniku 
stekla, zaradi česar prihaja do povratnega odboja svetlobe in nastanka odsevnega 
učinka. 
Krogle nastanejo v levitvenem prostoru v fazi predlevitve, ko poteka sinteza 
epikutikule. 
Krogle nastanejo iz izboklin membrane epidermalnih celic, ki izločajo na svojo 
površino gradnike krogel. Epidermalne celice v fazi predlevitve imajo več zrnatega 
endoplazemskega retikuluma. 
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7 POVZETEK 
Raki enakonožci (Isopoda) so kozmopoliti in naseljujejo različne habitate. Kopenski 
enakonožci imajo bolj strukturirano kutikulo od morskih enakonožcev (Schmalfuss, 
1978). Schmalfuss (1978) meni, da so funkcije teh pomožnih struktur epikutikule 
zmanjševanje stične površine z vodo, zmanjševanje trenja in preprečevanje lepljenja 
delcev na kutikulo. Porcellionides pruinosus (Brandt, 1833) je sinantropna vrsta 
kopenskih rakov enakonožcev (Vandel 1962), ki naseljuje bolj suhe habitate 
(Schmalfuss, 1978). Na njegovi kutikuli najdemo različne strukture, ločimo jih lahko na 
čutilne trikorne, okrogle mikrostrukture različnih velikosti, plošče in manjše granule 
(Hadley in Hendricks, 1985). Epikutikularne strukture dajejo P. pruinosus svetleč 
poprh, zaradi sipanja in odbijanja svetlobe (Hadley in Hendricks, 1985). Odsevne 
strukture niso redkost v živalskem kraljestvu, jih pa tudi ljudje radi uporabljamo na 
cestnih tablah in kot odbojnike na oblekah (Yuan in sod., 2015). Namen naše raziskave 
je bil bolj podrobno proučiti mikrostrukture na površini kutikule P. pruinosus, zanimala 
nas je njihova struktura, sestava, optične lastnosti in potek tvorbe novih struktur na 
kutikuli. 
Za proučevanje mikrometerskih struktur na površini kutukule smo uporabili različne 
mikroskopske tehnike. V ta namen smo secirali tergite pereona osebkov P. pruinosus in 
jih fiksirali v fiksativu Karnovsky ali absolutnem metanolu. Tergite smo inkubirali v 
različnih kemikalijah (10 % EDTA, 10 % KOH, 4 % NaOCl, vroč kloroform in 
absolutni metanol) in primerjali videz krogel s kontrolo z vrstično elektronsko 
mikroskopijo. Pripravili smo rezine vzorcev, vklopljenih v parafin, in izvedli histološka 
barvanja z barvili hematoksilin, alcian modro, eozin, toluidin modro, ponceau rdeče ter 
živosrebrovo bromfenol modro in izvedli reakcijo PAS. Cele tergite smo obarvali s 
fluorescenčnim barvilom akridin oranžno in jih opazovali z običajno presevno 
svetlobno mikroskopijo, z DIC in fluorescenčno mikroskopijo. Opazovali smo optične 
lastnosti krogel na površini v medijih z različnimi lomnimi količniki s faznim 
kontrastom in DIC. Nastanek epikutikularnih struktur smo opazovali z mikroskopijo 
osebkov v različnih fazah levitvenega cikla. Tergite v fazi predlevitve smo opazovali v 
več ravninah z DIC, naredili smo optične rezine levitvenega prostora s fluorescenčno 
mikroskopijo s strukturirano osvetlivijo in opazovali levitveni prostor z vrstično 
elektronsko mikroskopijo, kjer smo odlomili zgornji del kutikule in izpostavili spodnjo 
nastajajočo kutikulo. Iz slik, posnetih s fluorescenčno mikroskopijo smo pridobili 
informacijo o velikosti krogel na površini kutikule osebkov v različnih fazah 
levitvenega cikla. Tergite v fazi med levitvama, zgodnji fazi predlevitve, srednji fazi 
predlevitve in pozni fazi predlevitve smo vklopili v smolo in pripravili poltanke in 
ultratanke rezine, ki smo jih analizirali s presevno elektronsko mikroskopijo. 
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Različne mikroskopske tehnike so nam omogočile vizualizacijo površine kutikule 
P. pruinosus iz različnih perspektiv. Opazili smo strukture, ki jih lahko razdelimo v šest 
kategorij: krogle, trikorne, granule, obroče, čutilne ščetine in luske. Osredotočili smo se 
na krogle, ki enakonožcu dajejo bel poprh. Pri barvanju s histološkimi barvili smo 
ugotovili, da krogle sestavljajo bazične makromolekule. Pri rekciji PAS so se obarvale 
rahlo roza, kar nakazuje na prisotnost polisaharidov ali glikoziliranih proteinov. Krogle 
so se obrarvale oranžno (barvilo ponceau rdeče) in modrordeče (barvilo živosrebrovo 
bromfenol modro). Krogle, obravane s fluorescenčnim barvilom akridin oranžno so 
fluorescirale rdeče, fluorescenca pa je hitro bledela. Akridin oranžno se veže na kisle 
mukopolisaharide, kar vodi do rdeče fluorescence. Nasprotujoče si rezultate smo 
povezali z zgradbo krogel. S presevno elektronsko mikroskopijo smo ugotovili, da 
imajo krogle elektronsko gostejšo ovojnico. Predvidevamo, da gre za različne 
makromolekule, ki bi lahko bile v ovojnici kisle in v notranjosti bazične. S 
fluorescenčno mikroskopijo smo ugotovili, da imajo krogle avtofluorescenco pri 
vzbujanju z UV svetlobo, kar smo uporabili za vizualizacijo krogel v levitvenem 
prostoru. Ugotovili smo, da krogle nastanejo v fazi predlevitve, v obdobju ko sicer 
poteka tudi sinteza epikutikule. Opazili smo, da so krogle z epikutikulo povezane preko 
peclja. Ultrastrukturo nastajajoče kutikule v fazi predlevitve smo posneli s presevno 
elektronsko mikroskopijo. V srednji fazi predlevitve smo opazili izrastke epidermalnih 
celic, ki so imeli elektronsko gostejšo obrobo. Zaradi njihove pogostosti in razporeditve 
smo predvidevali, da gre za začetne faze nastanka krogel. V pozni fazi predlevitve smo 
opazili razliko v izgledu notranjosti krogel na anterionih tergitih in krogel na 
posteriornih tergitih. Krogle so bile na nastajajoči kutikuli anteriornih tegitov povezane 
z epidermalnimi celicami preko celičnih izboklin, ki so prevzele funkcijo pecljev, 
notranjost krogel je izgledala bolj vlaknasto. Pri kroglah na nastajajoči kutikuli 
posteriornih tergitov celične povezave z epidermalnimi celicami nismo več opazili, pod 
epikutikulo smo tu opazili nalaganje eksokutikule. Krogle so izgledale manj vlaknasto 
in bolj homogeno zapolnjene. V fazi predlevitve smo opazili več zrnatega 
endoplazemskega retikuluma v epidermalnih celicah kot v fazi med levitvama. 
Ugotovili smo, da vsaka celica tvori več krogel, ki so razporejene v lokih, pri čemer so 
najbolj anteriorni loki sestavljeni iz največjih krogel, najbolj posteriorni pa iz 
najmanjših. 
Odboj svetlobe povzročajo krogle, ki so razporejene po celotni dorzalni kutikuli, 
najdemo jih na tergitih, ki smo jih raziskovali, pleotelzonu in uropodih. Površina krogel 
je strukturirana, z grebeni in vdolbinami. Krogle so z epikutikulo povezane preko 
pecljev, povezava pa ni zelo trdna, saj se lahko prekine in krogle naključno odpadejo. 
Krogle imajo lomni količnik enak steklu in v principu delujejo kot steklene kroglice, ki 
povzorčijo odsev svetobe. Stukturiranost krogel lahko še dodatno vpliva na odboj 
svetlobe. Natančno sestavo, funkcijo in evolucijsko prednost krogel je potrebno še 
raziskati.  
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PRILOGA A 
 
Postopek obdelave slik za pridbitev informacij o velikosti krogel. 
 
Slike smo obdelali v računalniškem programu Fiji. Začetno sliko smo prvo obdelali, 
tako da smo odšteli ozadje (Substract backgrownd) za 20 pikslov. Določili smo prag 
(Treshold) označenih krogel na sliki in zapolnili izbrana polja (funkcija Fill holes). 
Polja smo naredili bolj ostra (funkcija Despeckle) in jih ločili med seboj (funkcija 
Watershed). Informacije o velikosti krogel smo pridobili s funkcijo Analyse particles, 
kjer vidimo slikovni prikaz rezultatov te analize 
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PRILOGA B 
 
Peclji obročev 
 
Slika prikazuje peclje, ki povezujejo obroče s kutikulo, pridobljene s SEM (A) in TEM 
(B, D). Slika C prikazuje spodnjo stran odluščene epikutikule na dekalcificiranem 
tergitu. 
 
 
 
 
